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RESUMEN

La Biotecnologia abarca una gran variedad de técnicas basadas en el uso de
organismos vivos o sus componentes subcelulares. Presenta un amplio espectro de
aplicaciones y ofrece nuevas vias para el desarrollo de tratamientos o terapias preventivas
para un conjunto diverso de enfermedades como son el cancer, las enfermedades infecciosas
o las enfermedades neurodegenerativas. Dos de las técnicas biotecnoldgicas mas utilizadas y
en las que se centra esta revision son la terapia génica (uso de vectores virales) y la
inmunoterapia (uso de anticuerpos monoclonales). Los avances y usos de estas técnicas se
explican en su aplicacion a las enfermedades neurodegenerativas. Estas se caracterizan por la
pérdida progresiva de la funcidon neuronal y la muerte selectiva de poblaciones de neuronas
vulnerables. La mayoria son trastornos multigénicos, con distinta penetracién de los genes
alterados, y multifactoriales, influencia de factores genéticos, ambientales y envejecimiento,
donde los eventos criticos son el plegamiento incorrecto, la agregacion y la acumulacidn de
proteinas en el cerebro. Su evaluacién se basa en la diferenciacién de los depdsitos de
proteinas anormales y la valoracién de las distintas etapas de cada enfermedad. En esta
revision se han escogido tres patologias: la enfermedad de Alzheimer, caracterizado por ovillos
neurofibrilares y placas neuriticas, la enfermedad de Parkinson, caracterizado por cuerpos de
Lewys, y la enfermedad de Corea de Huntington, caracterizada por agregados de huntingtina.
Estas técnicas demuestran los beneficios terapéuticos del uso de la biotecnologia en estas
patologias. No obstante, actualmente estas enfermedades siguen siendo incurables y tampoco
existe ningun marcador de enfermedad presintomatica, por lo que no es posible identificar el
inicio de la pérdida de neuronas cerebrales. Se siguen necesitando investigaciones que
muestren ensayos clinicos satisfactorios para encontrar nuevas vias en el tratamiento de las

enfermedades neurodegenerativas previstas para un futuro no muy lejano.
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1. INTRODUCCION

1.1. Biotecnologia

La biotecnologia se define como un conjunto de técnicas que involucran la utilizacién de
organismos vivos (bacterias, levaduras, células animales y vegetales en cultivo), o sus
componentes subcelulares, cuyo metabolismo y capacidad de biosintesis estan dirigidas hacia
el desarrollo de nuevos productos, la modificacién de procesos tradicionales para hacerlos mas

competitivos con los actuales o para reducir el impacto ambiental (Rendueles y Diaz, 2014).

La biotecnologia abre nuevas vias para la investigacion farmacéutica. Gracias al "disefio
racional de drogas" se puede obtener un producto por un camino menos complicado y
aleatorio (Agustin-Pavdn, 2016). Las bases tecnoldgicas en las que se basa la biotecnologia son
muy variadas y muestran un amplio espectro de aplicaciones, por lo que la biotecnologia no es
en si misma una ciencia, sino un enfoque multidisciplinar que involucra a diferentes ciencias y
practicas tales como: la microbiologia, la biologia, la bioquimica, la ingenieria genética, la

virologia o la medicina (Peldez, 2020).

La biotecnologia surgié como disciplina a principios del siglo XX en la industria alimentaria
y, después, se han ido sumando otros sectores como la medicina o el medio ambiente (Figura
1). Posee una ilimitada capacidad para investigar y adaptarse a los beneficios de la humanidad,
lo que hace que su auge sea cada vez mayor. Este avance también se refleja en el nUmero de
patentes biotecnoldgicas. Asi, las investigaciones biotecnoldgicas han conseguido clasificarse
entre los diez campos técnicos mas importantes en términos de solicitudes de patente

presentadas ante la Oficina Europea de Patentes (Mozafari y Tariverdian, 2020).

Esta disciplina tiene un impacto global que se debe en gran parte a las siguientes ventajas

o aspecto impulsores (Rendueles y Diaz, 2014; Sdnchez Montero, 2007):

e Puede aplicarse a una gran variedad de areas o sectores como son la medicina, la
farmacia, la agricultura, la alimentacidn, el medio ambiente, la producciéon industrial o
la energia.

e Puede resolver la demanda de atencién sanitaria de calidad, asi como ofrecer una
adecuada gestion y conservacién de los recursos naturales.

e Puede considerarse como uno de los principales motores del crecimiento econémico

mundial.




e Tiene menos costes de inversion y mayor eficacia tecnoldgica por trabajar en
condiciones mas suaves y por la capacidad de obtener procesos mas sostenibles.
e Da la seguridad y diversidad de ofrecer el suministro de materias primas, combustible,

alimentos, agua.
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Figura 1: Cronologia de los acontecimientos clave en biotecnologia desde finales del siglo XX
hasta el presente. En la imagen se ilustran una serie de tecnologias y productos importantes
de la biotecnologia, desde 1983, con el descubrimiento de la PCR, hasta 2017, con el cultivo de
células madre sanguineas cultivadas en el laboratorio. A la derecha se incluyen algunas
predicciones de posibles avances biotecnoldgicos para un futuro cercano (Mozafari y
Tariverdian, 2020).

1.1.1. Clasificacion
Por su aplicacidn a una gran variedad de sectores, la biotecnologia posee muchas ramas de
estudio, donde, segun la rama a la que se haga referencia, se vinculard con un cédigo de
colores que, siendo orientativo, ha sido aceptado como leyenda para la clasificacidon de las

distintas areas de biotecnologia (Peldez, 2020; Sdnchez Montero, 2007):

e Biotecnologia roja: aplicaciones biotecnoldgicas en el area de salud humana y animal,
expectativas de vida, diagndstico de enfermedades, tratamientos farmacoldgicos, etc.

e Biotecnologia verde: aplicaciones biotecnoldgicas en agricultura y agroalimentacion,
elaboracion de biofertilizantes y biopesticidas, etc.

e Biotecnologia blanca: utilizacion de sistemas bioldgicos para la fabricacion,
transformacion o degradaciéon de moléculas.

e Biotecnologia gris: centrada en aplicaciones ambientales, disminuir la explotacién de
los medios naturales, reducir las actividades que generan diéxido de carbono, etc.

e Biotecnologia azul: aplicaciones biotecnolégicas de origen marino, busqueda de

sustancias de interés biomédico en organismos marinos, acuicultura, etc.




1.1.2. Biotecnologia Farmacéutica

Esta revision se centra en el area de estudio de la biotecnologia roja, actualmente
conocida como biotecnologia farmacéutica. La biotecnologia farmacéutica se centra en todas
las aplicaciones tecnolégicas que estudian y producen mecanismos e interacciones bioldgicas
de los seres vivos. Los productos biofarmacéuticos o biofarmacos son producidos en procesos
biotecnolédgicos que utilizan métodos de biologia molecular (Kesik-brodacka, 2018). Estos
productos pueden estar compuestos de azucares, proteinas, acidos nucleicos o combinaciones
de ellos o pueden ser células y tejidos vivos. Son aislados de diversas fuentes naturales como la
humana, la animal o mediante microorganismos, por medio de métodos biotecnoldgicos
(Crommelin et al., 2020). Algunas de sus caracteristicas mas representativas son: a) elevada
actividad y especificidad para dirigirse a moléculas especificas, b) rara vez causan efectos
secundarios, c) tienen estructuras bastante complejas debido a las cadenas poliméricas, d)
tiene elevada sensibilidad a la degradacion por el sistema digestivo, e) no tienen una gran
capacidad para atravesar el epitelio intestinal, f) se administran por via parenteral mediante
una inyeccién directa, g) poseen mecanismos complejos y h) son potencialmente
inmunogénicos. Los componentes activos que poseen son, en su mayoria, proteinas

recombinantes y acidos nucleicos (Kesik-brodacka, 2018).

En la actualidad, la mayoria de biofarmacos disponibles comercialmente contienen como
una proteina recombinante como componente activo. Su produccidn se realiza en distintos
sistemas de expresion de acuerdo con las propiedades especificas de esta proteina. Los
sistemas de expresion pueden ser de mamiferos, de bacterias, de levaduras, de lineas celulares
de insectos, de animales transgénicos, de vegetales o de sintesis de proteinas in vitro. Por otro
lado, los que contienen un acido nucleico son mds cominmente empleados en técnicas de
terapia génica. Esta se centra en la induccidn o inhibicién de distintos procesos celulares que

subyacen a diversas enfermedades (Kesik-brodacka, 2018).

El uso de los productos biofarmacéuticos esta cada vez mas extendido en todas las ramas
de la medicina. Estan presentes en el tratamiento clinico de diversas enfermedades, incluidos
canceres, trastornos metabdlicos, enfermedades infecciosas y enfermedades
neurodegenerativas (EN) (Kesik-brodacka, 2018). En lo que respecta a las EN, las nuevas
herramientas que ofrece la biotecnologia prometen nuevas metas para el tratamiento de las

mismas en un futuro no muy lejano (Agustin-Pavén, 2016).




Se han escogido estas patologias para desarrollar los conceptos y la utilidad de las técnicas
biotecnoldgicas, y si pueden ofrecer tratamientos eficaces o terapias preventivas para estas
enfermedades. Antes, es necesario conocer el concepto de enfermedad neurodegenerativa,

sus caracteristicas, clasificacion y rasgos mas importantes.

1.2.Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) son trastornos neuroldgicos crdnicos que
cursan con una amplia diversidad de afecciones que afectan a las neuronas del cerebro,
produciéndose la degradaciéon de las funciones neuronales debido a la muerte de estas
neuronas. Esta pérdida de la funciéon neuronal ocurre tanto en el sistema nervioso central

como en el sistema nervioso periférico (Rekatsina et al., 2020).

1.2.1. Caracteristicas generales

Las EN se caracterizan por un mecanismo patogénico comun que consiste en un deterioro
neurolégico lento, progresivo e irreversible que conlleva la pérdida selectiva de neuronas y sus
conexiones (Reith, 2018). La causa de estas enfermedades no estad definida, aunque existen
estudios que sugieren un origen multifactorial. Algunos de estos factores son: agregacion
proteica, alteraciones del metabolismo energético, estrés oxidativo, estrés proteotdxico,
efectos excitotdxicos, neuroinflamacién, muerte celular y factores genéticos (Dugger vy
Dickson, 2017; Niedzielska et al., 2016). Ademds, las EN pueden ser esporadicas y/o
hereditarias (Kovacs, 2014).

Uno de los principales factores que desencadenan la pérdida de neuronas es el acimulo de
proteinas cuyas propiedades fisicoquimicas se encuentran alteradas (Kovacs, 2016). Esta
alteracion se debe al plegamiento incorrecto de las mismas provocando asi que su
conformacion estructural fisiolégica cambie, dando como resultado una alteracidn de la

funcién y/o acumulacién intra o extracelular (Kovacs, 2018).

Estos trastornos tienen asociados una serie de manifestaciones clinicas que son comunes
para la mayoria de las enfermedades que conforman el grupo. Las caracteristicas comunes

son:

1. Por lo general, son enfermedades de aparicidon tardia, cuyo inicio suele ser
insidioso y su curso clinico progresivo, donde se produce una desintegracién lenta

y paulatina del Sistema Nervioso. Son enfermedades crdnicas, sin remisiones y




que suelen tardar afios hasta llegar a la etapa final de la enfermedad (Davis et al.,
2018).

2. El mecanismo patoldgico se inicia con un procesamiento anémalo en una proteina
y prosigue con la agregacion y acumulacidn de esta proteina anormal en el
cerebro. Esto conduce a disfuncién celular, pérdida de conexiones sinapticas y
dafio cerebral (Soto et al., 2018). Las proteinas involucradas serdn diferentes para
cada enfermedad. El proceso anormal que ocurre en estas proteinas neuronales,
segun el neurdlogo y bioquimico Stanley B. Prusiner, puede ser (Sanchez, 2017):

e Plegamiento incorrecto de proteinas.

e Alteraciones en las modificaciones post-traduccionales de proteinas.

e Anormalidades en el proceso proteolitico.

e Anomalias en los genes que intervienen en el acoplamiento (“splicing”).

e Expresiéon impropia.

Disminucidn del aclaramiento de las proteinas degradadas.

3. Otros denominadores comunes que intervienen en el mecanismo son: estrés
oxidativo y respuestas inflamatorias. Este proceso finaliza con la muerte celular
por apoptosis que ocurre mas comunmente por la via intrinseca de sefalizacién
celular (DiMauro y Schon, 2008).

4. Los sintomas clinicos tipicos son deterioro cognitivo, demencia, alteraciones del
comportamiento y de las funciones cerebrales, desmielinizacion y muerte
neuronal. Las estructuras anatdmicas involucradas son: hipocampo, corteza
entorrinal, sistema limbico y areas neocorticales (Rekatsina et al., 2020).

Otras manifestaciones son trastornos del movimiento, sintomas relacionados con
la disfuncion cerebelosa o la participacion de neuronas motoras superiores e
inferiores. Las regiones anatdmicas involucradas son: ganglios basales, tdlamo,
nucleos del tronco encefalico y del cerebelo, areas corticales motoras y neuronas

motoras inferiores de la médula espinal (Kovacs, 2019, 2018).

Asi mismo, existen diferencias en cada uno de los casos de EN, tanto en los sintomas
clinicos como en la progresién de la enfermedad. La caracteristica distintiva por excelencia es
la proteina que sufre el proceso andmalo. Esta proteina serd diferente para cada enfermedad,
y adquirird una determinada conformacion incorrecta que provocard su agregacion vy

acumulacidn (Kovacs, 2014; Kovacs, 2018; Rekatsina et al., 2020).




1.2.2. Clasificacion
Clasificar estas enfermedades atendiendo Unicamente a la clasificacion clinico-patoldgica
resulta impreciso y tiene muchas limitaciones. Gracias al desarrollo de importantes estudios en
genética y biologia molecular se ha podido establecer una clasificacion mucho mas precisa
(Kovacs, 2014). La clasificacion mds aceptada tiene que contar con varios apartados:
presentacion clinica, regiones anatémicas y tipos de células afectadas, proteinas alteradas
conformacionalmente que intervienen en el proceso patogénico y etiologia de la enfermedad

(Kovacs, 2014). Asi, la clasificacion de las EN se basa en lo siguiente (Kovacs, 2018):

1. Sintomas clinicos determinados por la regidn anatdmica que presenta disfuncion
neuronal. Para las principales EN, estos sintomas son (Kovacs, 2016):
e Sindrome demencial en la enfermedad de Alzheimer (EA).
e Trastornos del movimiento y la postura en la enfermedad de Parkinson (EP) y
la enfermedad de Huntington (EH).
e Debilidad y atrofia muscular en la esclerosis lateral amiotrdfica (ELA).

2. Estudio de proteinopatias (Tabla 1): proteinas alteradas por distintas modificaciones
bioquimicas que se agregan y acumulan en el tejido nervioso intracelularmente, en
neuronas o células gliales, o extracelularmente. Se puede observar en la Tabla 1 una
seleccion de las principales enfermedades neurodegenerativas y las proteinas

anomalas caracteristicas de cada trastorno.

Gracias al estudio de proteinopatias se han identificado marcadores celulares especificos
de cada enfermedad que han dado lugar a los sellos neuropatoldgicos claves para determinar

cada trastorno (Lazaro et al., 2020; Sanchez, 2017).

e Placas seniles, ovillos neurofibrilares (NFT), pérdidas neuronales y deficiencia en
acetilcolina caracterizan la EA.

e Cuerpos de Lewy y deplecidon de dopamina caracterizan la EP.

e Inclusiones celulares y axones motores alterados caracterizan la ELA.

e El 4cido gamma-aminobutirico (GABA) estd disminuido o ausente en las neuronas del

neoestriado caracterizan la EH.
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Tabla 1: Seleccion de enfermedades neurodegenerativas (EN) segun las principales proteinas
depositadas (Elaboracion propia).

ENFERMEDAD

AGREGACION

PROTEINAS

PRINCIPALES MARCADORES
CELULARES

FUENTE
BIBLIOGRAFICA

Enfermedad de Alzheimer

Espongiformencefalopatias

Enfermedad de Parkinson

ELA

Péptido B-amiloide
Proteina TAU

Proteina pridnica (PrPc)

a-sinucleina

Superdxidosismutasa 1/
TDP-43

Placas seniles
NFT

Presencia de proteina
pridnica patogénica (PrPs)

Cuerpos de Lewy y deplecion
de dopamina

Inclusiones celulares y axones
motores alterados

(Knowles et al., 2014)

(Knowles et al., 2014)

(Knowles et al., 2014)

(Knowles et al., 2014)

Enfermedad de Huntington Fragmentos de GABA disminuido en las (Knowles et al., 2014)
huntingtina neuronas del neoestriado

Ataxia de Friedreich (Sanchez, 2017)
Frataxina

FTLD-TDP: Tipo AD MND TDP-43 Inclusiones de proteinas (Kovacs, 2019)

FTLD-FET: aFTLD-U, NIFID, @FET/FUS Inclusiones  neuronales vy

BIBD FUS: MND citoplasmaticas gliales

Enfermedad de pick Proteina TAU Cuerpos de Pick (Kovacs, 2019)

Degeneracion corticobasal Placas astrociticas

1.2.3. Prevalenciay actualidad
Las EN son enfermedades cada vez mas frecuentes ya que su principal factor de riesgo es
la edad/envejecimiento. En nuestra sociedad, la esperanza de vida ha pasado de estar en torno
a los 40 afios a principios del siglo XX hasta los aproximadamente 80 afios. Esto se debe a
multiples motivos como avances cientificos y técnicos, mejores condiciones higiénicas, control

de enfermedades infecciosas, etc. (Garcés, 2016).

El Programa Conjunto de la Unidon Europea-Investigacion de Enfermedades
Neurodegenerativas prevé para 2030 un aumento del nimero de personas mayores de 65
afios, ascendiendo hasta un 25% de la poblacién, un significativo aumento frente al 16% actual
(Rekatsina et al., 2020). Esto se corresponde con los datos estimados para la poblacion
espanola, para la que se prevé que en el afio 2026, mas del 22% de la poblacién tendra una
edad superior a los 65 afios (Sanchez, 2017). Por ejemplo, en Espaiia se calcula que hay unos

400.000 casos de EA, pero la previsién para los préoximos 50 afios es que esta cifra de

11

——
| —



cuadruplique, seglin un estudio realizado por el Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e

Igualdad en 2016.

Espaia tiene uno de los mayores ritmos de envejecimiento de la poblacién, por ello, es de
los paises mas vulnerables al aumento de casos de EN (Garcés, 2016). Actualmente, la
prevalencia de estas enfermedades en Espafia es del 1,90%, lo que supone unas 988.000

personas afectadas, aunque algunos informes elevan la cifra hasta 1,5 millones (Tabla 2).

Tabla 2: Prevalencia de las principales enfermedades neurodegenerativas (EN) en Espafia
(Garcés, 2016).

Enfermedad Prevalencia global Poblacion afectada
Alzheimer y otras demencias 1,53% 717.000
Enfermedad de Parkinson 0,34% 160.000
Esclerosis Miltiple 0,08% 47.000
Enfermedades Neuromusculares 0,12% 60.000
Esclerosis Lateral Amiotrdfica (ELA) 0,008% 4.000
TOTAL AFECTADOS 2,08% 988.000

1.2.4. Tratamiento
Segun La estrategia de enfermedades neurodegenerativas del Sistema Nacional de Salud
(SNS) aprobada por el Consejo Interterritorial del SNS en 2016, las EN no tienen un tratamiento
etioldgico especifico y las actuaciones terapéuticas son paliativas en todos los casos y, solo en

algunos, sintomaticas.

Los medicamentos que se han usado tienen una eficacia clinica reducida y tampoco existe
ningun marcador de enfermedad presintomatica, por lo que no se puede identificar el inicio de
la pérdida de neuronas (Garcés, 2016). Por esto, la mayor parte de estas enfermedades siguen
siendo incurables, teniendo como objetivo terapéutico prevenir o retrasar su aparicion, asi
como alargar la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes (Garcés, 2016). Estas
condiciones hacen que sea necesario desarrollar nuevas y mas eficaces estrategias
terapéuticas. Aun asi, la perspectiva hacia el futuro es esperanzadora, ya que cada vez se
conocen mejor los hechos que provocan la neurodegeneracion y la muerte por apoptosis

(Sanchez, 2017).

En este sentido se estan investigando distintos enfoques terapéuticos, algunos de ellos
empleando estrategias basadas en Biotecnologia, dirigidos a detener el desarrollo de la
neurodegeneracion (Rekatsina et al., 2020) como son: i) modelos de sistemas basados en

células (Gitler et al., 2017); ii) busqueda de nuevos farmacos capaces de reducir las
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concentraciones y las tasas de formacion de proteinas anémalas como farmacos antioxidantes,
antiinflamatorios, inhibidores de la apoptosis, entre otros (Knowles et al., 2014); iii) explorar

terapias biotecnoldgicas como la inmunoterapia y la terapia génica (Agustin-Pavon, 2016).

2. OBIJETIVOS DE LA REVISION

2.1.0bjetivo general

El objetivo general de este trabajo es realizar una revision bibliografica sobre las distintas
aplicaciones biotecnoldgicas que se pueden emplear para el tratamiento o prevencién de las

principales enfermedades neurodegenerativas.

2.2.0bjetivos especificos

Los objetivos especificos de esta revisién son:

e Seleccionar algunos de los principales trastornos dentro de las EN.

e Seleccionar un conjunto de aplicaciones biotecnoldgicas para el tratamiento de estos
trastornos.

e Argumentar el éxito del uso de la biotecnologia para el tratamiento de las EN.

e Discutir la necesidad de investigaciones futuras.

3. METODOLOGIA

3.1.Procedimiento de busqueda

La metodologia seguida para la realizacidon de este trabajo bibliografico se ha centrado en
la busqueda sistemdtica de informacidn en distintas bases de datos cientificas, con el objetivo
de recabar toda la informacién necesaria para cumplir con los objetivos planteados. Se ha
hecho uso de libros de texto, revistas, articulos y revisiones cientificas, tanto en inglés como en
espanol, obtenidos a través de bases de datos como son FAMA, Google Scholar, Sciencedirect,
Pubmed, Scopus y Web of Science, recursos que ofrece la Universidad de Sevilla. La mayoria de
los resultados utilizados proceden de fuentes inglesas y de la base de datos Pubmed ya que

resultaron mas relevantes e interesantes.

Para la busqueda, se consultaron sobre todo articulos acerca del concepto de
biotecnologia y concretamente de la biotecnologia farmacéutica, su aplicacién al tratamiento
de las enfermedades neurodegenerativas y el concepto y caracteristicas principales de estas

enfermedades. Para ello, los términos de busqueda utilizados incluyeron: “neurodegenerative
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diseases”, “neurodegeneration”, “biotechnology”, “Alzheimer”, “Parkinson”, “Huntington”,
“Amyotrophic Lateral Sclerosis”, “ bioechnological application”. Se realizaron también
busquedas mas especificas sobre terapia génica e inmunoterapia, las técnicas biotecnoldgicas
escogidas para el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas. Para ello, algunas de
las palabras clave utilizadas fueron: “gene therapy”, “antibody”, “immunotherapy’”,
“Crezerumab”, “adenoassociated viral vectors”, “mesenchymal stem cells”, “PRX002”,

“monoclonal antibody”.

3.2.Criterios de inclusién/exclusién

Los criterios de inclusion fueron utilizar articulos y revisiones de los Ultimos 5 afios en
adelante, articulos donde el tema principal sean las enfermedades neurodegenerativas y/o sus
aplicaciones biotecnolégicas, texto completo disponible y mas reciente. Aun asi, hay casos en
los que hubo que usar articulos con fechas anteriores a 2016, se hizo de forma puntual para

apoyar definiciones o caracteristicas generales de las enfermedades que se plantean.

Los criterios de exclusidon principalmente fueron articulos y revisiones anticuados cuya

informacidn estaba desactualizada y no era relevante para el trabajo.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se ha comentado, las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la
pérdida de la funciéon neuronal, que se lleva a cabo a través de un proceso anémalo que
involucra principalmente al plegamiento y metabolismo de determinadas proteinas y tienen
como principal factor de riesgo el envejecimiento. Actualmente no tienen un tratamiento
preventivo o eficaz para eliminar la enfermedad (Wyss-coray, 2016). Ante esto, se han
seleccionado algunas de las aplicaciones que posee la biotecnologia y que abren nuevas vias
para encontrar un tratamiento o terapia preventiva para hacer frente a este tipo de

enfermedades. En concreto nos hemos centrado en la terapia génica y la inmunoterapia:

4.1.La Terapia Génica

Se basa en la introduccién de material genético en un organismo o paciente, ya sea
directamente o mediante virus con la finalidad de restablecer una funcién celular, introducir
una nueva funcion o interferir en una funcién existente. El objetivo final es prevenir, paliar o
curar una enfermedad (Kesik-brodacka, 2018). La terapia génica posee una gran variedad de

aplicaciones, tales como: tratamiento de enfermedades genéticas hereditarias, terapia contra
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el cancer, tratamiento de enfermedades infecciosas y enfermedades terapéuticas habituales

(Lukashev y Zamyatnin, 2016).

La terapia génica hace uso de un acido nucleico (ADN o ARN) para producir un efecto
terapéutico en una célula diana. Este efecto se consigue gracias a la expresién de un gen
codificado por este acido nucleico. Puede codificar la expresién de una proteina o ARN
alterados, revirtiendo el trastorno biolégico que producen (Lukashev y Zamyatnin, 2016).
Segun el tipo de célula diana en la que tenga lugar el proceso, se distinguen la terapia génica
somatica y germinal (células sexuales masculinas y femeninas). Todos los ensayos llevados a
cabo deben realizarse en células somaticas segun la legislacién y por consideraciones éticas
(Miguel et al., 2020). Por otro lado, segin donde se produzca la manipulacion genética de las

células se puede distinguir entre (Miguel et al., 2020) (Figura 2):

e Terapia génica in vivo: se introduce el material genético directamente en el
paciente, normalmente mediante virus.
e Terapia génica ex vivo: se extraen las células del paciente, se modifica el material

genético in vitro y se introducen las células modificadas genéticamente al

paciente.
TERAPIA GENICA TERAPIA GENICA
IN VIVO EX VIVO

O Gen terapéutico '\2 Gen terapéutico

1

Células madre
genéticamente
modificadas )

in vitro \ 3
g R <
g \ > El gen se encapsula

/ ( * ’ dentro de un virus y se
{ ~ inyecta en las células
= )
2 \ (@ | 1 .
Se inyecta ) Y Se extraen las células

Tiene lugar en el
directamente al madre del paciente

o El gen se encapsula
f " dentro de un virus

laboratorio
paciente

| 4
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Figura 2: Diferencias entre la terapia génica in vivo y la terapia génica ex vivo (Modificado de
CMC_A_Machado).

Como se ha nombrado anteriormente, es necesario el uso de vectores para facilitar la
introduccion del material genético, ya que este no penetra facilmente en las células (Wang y

Gao, 2014). Los vectores se clasifican en dos clases:
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Vectores virales: virus modificados con reducida patogenicidad y con su capacidad

de replicacién intacta, que llevan incorporado el material genético que se quiere
introducir en las células diana. Entre los mas utilizados se encuentran los
adenovirus (Adv), lentivirus y los virus adenoasociados (AAV) (Wang y Gao, 2014).

Vectores no virales: compuestos sintéticos basados en lipidos, sustancias

catidnicas y nanoparticulas que contienen el material genético con capacidad para

adentrarse en las células (Wahane et al., 2020).

Esta revision se centra en el uso de AAV para el tratamiento de los trastornos neuroldgicos

mencionados. Estos virus pertenecen a la familia Parvoviridae y se caracterizan por poseer una

capside icosaédrica sin envoltura que contiene un genoma de ADN monocatenario de 4,7 kb

(Hudry y Vandenberghe, 2019). Son de los vectores virales mas utilizados en los ensayos

clinicos del Sistema Nervioso Central (SNC) y sus caracteristicas principales son (Choudhury et

al., 2017):

Median la transferencia de genes en células mitéticas y postmitéticas.

Tienen gran afinidad y avidez por el tejido nervioso.

Se establecen como episomas estables en el nucleo celular.

No presentan ni patogenicidad ni citotoxicidad.

Presentan inmunogenicidad muy débil, principalmente humoral.

Median la expresidn transgénica estable durante mas de 10 afios.

Se subdividen en serotipos segun las diferencias antigénicas en las proteinas de la
capside. Existen 12 serotipos de AAV conocidos hasta el momento (AAV1-AAV12).
Estos serotipos muestran diferentes eficacias de transfeccion y diferente tropismo

en células o tejidos.

En la Figura 3 puede verse la estructura y el proceso de replicacién de este tipo de vectores

hasta obtener el viridn, la particula virica completa y madura. El genoma estd compuesto por

tres genes, rep, cap, y AAP, flanqueado por repeticiones terminales invertidas (ITR) que

funcionan como el punto de origen viral de replicacién y de la sefial de empaquetamiento.
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Figura 3: Virus y vector de AAV. (A) Estructura gendmica del virus (AAV); (B) Se genera un
vector recombinante a partir del genoma de AAV2 y se produce la replicacién viral; (C)
Estructura gendmica del AAV autocomplementario; (D) Viribn AAV que es una proteina
multimérica (Hudry y Vandenberghe, 2019).

Estos virus requieren de un virus auxiliar, como un Adv, que les proporcione las proteinas
necesarias para llevar a cabo su replicacion. En ausencia de estos virus auxiliares permanecen
de forma latente en la célula (Mena-enriquez et al., 2012). Por ello, se generaron virus
adenoasociados recombinantes (rAAV) que poseen una mayor seguridad en aplicaciones
clinicas y transducen células tanto en division como en reposo. La diferencia entre AAV y rAAV
se da en los genes rep y cap, que son sustituidos por el promotor y transgén deseado en los
rAAV (Figura 4). En la préctica, los distintos serotipos de AAV son los mas empleados en las
diversas aplicaciones clinicas de la terapia génica (Mena-enriquez et al., 2012).

A Genoma de los VAA silvestre

ITR ITR

o |

PoliA

Genoma de un r'VAA
ITR ITR

3 -

PoliA

Figura 4: Genoma de los AAV y rAAV. En los rAAV los genes virales son sustituidos por el
cassette de expresion que contiene el transgén, los elementos reguladores (promotor y cola de
poli A) y los ITRs, estos Ultimos se mantienen intactos (Mena-enriquez et al., 2012).

4.2.La Inmunoterapia: anticuerpos monoclonales recombinantes

Es una terapia bioldgica que utiliza distintos componentes del sistema inmune
(anticuerpos, citocinas, células, etc.) para combatir enfermedades como canceres,
enfermedades autoinmunes, neurodegenerativas, infecciosas o alérgicas (Varadé et al., 2020).

Durante muchos afos, en la inmunoterapia, se han empleado principalmente los anticuerpos
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monoclonales para el tratamiento de las distintas enfermedades mencionadas, aunque
actualmente se emplean los anticuerpos monoclonales recombinantes, en los que se centra

este apartado.

Los anticuerpos monoclonales (mMmAB) son inmunoglobulinas que reconocen
especificamente una parte del antigeno, es decir un epitopo concreto, y resultan de la fusidn
de un clon de linfocitos B y una célula madre totipotencial que dan lugar a una célula hibrida o
hibridoma que son los que producen estos mAB (Flores et al., 2019). Inicialmente, se
desarrollaron mAB de ratdén y rata (murinos) para tratar a los pacientes. Pronto se observo
gue, aunque estos anticuerpos eran verdaderamente Utiles en los ensayos de investigacion y
diagndstico, pero no eran buenos agentes terapéuticos debido a las reacciones inmunes y de
hipersensibilidad del paciente contra la proteina extrafia del raton (Varadé et al., 2020). Para
evitar la inmunogenicidad de estos anticuerpos, se realizaron modificaciones genéticas
mediante ingenieria genética para intentar crear mAB de origen humano. Asi se crearon los
anticuerpos monoclonales recombinantes (R-mABs). Estos anticuerpos se clasifican en
murinos, quiméricos, humanizados y humanos, segun el tipo de cadenas que compone la

estructura del anticuerpo (Figura 5) (Varadé et al., 2020).

ANTIGENICIDAD

YYYY

Figura 5: Tipos de anticuerpos monoclonales segtin su origen. Se distinguen principalmente
por su composicion y su antigenicidad en el organismo. A) Anticuerpo monoclonal murino. B)
Anticuerpo monoclonal quimérico, las regiones variables son de origen murino siendo humano
el resto de las cadenas. C) Anticuerpo monoclonal humanizado, sélo incluye los segmentos
hipervariables de origen murino. D) Anticuerpo monoclonal humano (Elaboraciéon propia).

La arquitectura natural de los anticuerpos consta de dos cadenas ligeras (L) y dos cadenas
pesadas (H) en forma de Y (Figura 6). Las cadenas ligeras contienen un dominio variable (VL) y
uno constante (CL), y las cadenas pesadas contienen un dominio variable (VH) y tres o mas
dominios constantes (CH1, CH2 y CH3). Los dominios VL y CL se asocian con los dominios VH y
CH1 para formar el fragmento de unidn al antigeno (Fab), que interviene en el reconocimiento
del antigeno a través de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Los
dominios CH2 y CH3 se unen para formar el fragmento cristalizable (Fc), que interviene en la
funcién efectora uniéndose a moléculas receptoras inmunoldgicas tales como proteinas del

complemento y receptores Fc. Las cadenas pesadas presentan regiones bisagra entre CH1 y
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CH2, lo que les confiere gran flexibilidad para interaccionar con el antigeno (Tiller y Tessier,

2015).

Region
variable

Unién a antigeno Unién a antigeno

Bisagra

Activacion de
complemento

Unioén a células

COOH

Figura 6: Estructura molecular de un anticuerpo. Se observan las cadenas ligeras (L) y pesadas
(H) con las regiones variables (VL, VH) y constantes (CL, CH1, CH2, CH3). Las lineas discontinuas
se corresponden con puentes disulfuro. La union al antigeno se da en los dominios VH/VL,
mientras que las funciones efectoras estan mediadas por el fragmento Fc (fragmento
cristalizable), el cual forma parte de la cadena pesada (CH). Fab: fragmento de unién al
antigeno (Garcia, 2011).

Las estructuras de los R-mABs tienen diversas variaciones con la estructura natural (Figura
6). Estas modificaciones incluyen cambios en los carbohidratos (glicosilacién) y/o regiones de
anticuerpos, con el objetivo de mejorar su accion como agente terapéutico (Varadé et al.,
2020). Los R-mAB con estructuras artificiales mas comunes son de tres tipos: los fragmentos
Fab; los anticuerpos biespecificos, que poseen dos especificidades distintas por lo que son
capaces de unirse a dos antigenos diferentes a la vez; y los scFv, son anticuerpos
monocatenarios que poseen las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras (VH y VL)
fusionadas mediante una secuencia de unién flexible reconstituyendo el sitio de unidn al

antigeno (Kesik-brodacka, 2018).

En lo que respecta a la produccién de los R-mABs, se produce en distintos pasos: primero
se determina la secuencia de genes que codifican para el anticuerpo deseado, se seleccionan y
clonan estos genes y, posteriormente, se genera un vector de expresién y se introduce al
huésped que sintetizard el R-mAB. Este proceso presenta algunas ventajas frente a los mAB,
como son: mayor reproducibilidad y control, niveles de produccion mayores, menor tiempo de

produccién de anticuerpos, entre otros (Varadé et al., 2020).

Estos anticuerpos monoclonales se caracterizan por su elevada especificidad y afinidad por
la diana terapéutica, y por lo tanto poseen también menos toxicidad. Estas caracteristicas

compensan en la mayoria de los casos los efectos adversos que se producen cuando se usan
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como farmacos de primera linea en el tratamiento de distintas enfermedades (Shepard et al.,
2017). Para el uso correcto de mAB en terapéutica es necesario optimizar varias de sus
principales caracteristicas (Figura 7): afinidad y especificidad de unidn, farmacocinética,
funciones efectoras y compatibilidad en la unién a anticuerpos adicionales (biespecificos) y
farmacos citotdxicos (conjugados anticuerpo-farmaco). Un punto clave es que la optimizacién

de una propiedad puede generar impactos nocivos en otras (Tiller y Tessier, 2015).
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Figura 7: Atributos clave que deben optimizarse para generar anticuerpos eficaces para
lograr buenos resultados terapéuticos. Estos atributos pueden estar dirigidos a mejorar la
funcién efectora, la estabilidad del plegamiento o la solubilidad (Tiller y Tessier, 2015).

Esta revisidon se ha centrado en el empleo de anticuerpos monoclonales recombinantes, asi
como el uso de diferentes estrategias de terapia génica para algunas de las enfermedades

neurodegenerativas mas importantes, para asi conocer sus beneficios y potencial terapéutico.

4.3.Biotecnologia en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (EA)

La enfermedad de Alzheimer (EA) descrita por primera vez en 1907 por Aldis Alzheimer
(Bondi et al., 2017). La EA es la causa mas comun de demencia y, como tal, se caracteriza por
un deterioro cognitivo lento y progresivo que afecta a la memoria, el lenguaje, la funciéon
ejecutiva y visoespacial, la personalidad y el comportamiento, y a la capacidad para realizar

actividades diarias tales como hablar, tragar o caminar (Weller y Budson, 2018).

Dentro de la EA existen dos subtipos: (i) esporadica o de inicio tardio (LOAD) (95% casos),
en la que intervienen factores ambientales y genéticos, y (ii) familiar o de inicio temprano
(EOAD) (5% casos), que se debe a mutaciones en distintos genes (Mendiola-Precoma et al.,
2016). Ambos tipos cursan con las mismas distintas fases clinicas (Breijyeh y Karaman, 2020;

Dubois et al., 2019) que son:
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1. Etapa preclinica o presintomatica que puede durar varios afios. Existe una leve pérdida
de memoria y cambios patoldgicos en la corteza y el hipocampo, sin deterioro
funcional grave y ausencia de signos y sintomas clinicos.

2. Etapa leve o temprana. Comienza la pérdida de concentracién y memoria,
desorientacién de lugar y tiempo, cambio de humor y depresidn.

3. Etapa moderada. Existe mayor pérdida de memoria, pérdida del control de impulsos y
trastornos en la lectura, escritura y habla.

4. EA grave o etapa tardia. Existe una acumulacidn severa de placas neuriticas y NFT, lo
gue origina un gran deterioro funcional y cognitivo. Los pacientes presentan dificultad

en la deglucién y miccidn, y eventualmente conduce a la muerte del paciente.

En base a diferentes datos epidemiolégicos, clinicos y experimentales se han propuesto
varios mecanismos para explicar esta patologia, entre los que se encuentran la hipétesis de la
cascada amiloidea (basada en la acumulacidn del péptido B-amiloide (AB)), la hipotesis de TAU
(basada en la hiperfosforilacion de TAU), la hipédtesis colinérgica ( basada en la reduccion de la
actividad de colinacetiltransferasa y acetilcolina), la hipdtesis mitocondrial (basada en la
alteracion de las mitocondrias cerebrales) y la excitotoxicidad (basada en la sobreexposicion al

neurotransmisor NMDA) (Briggs et al., 2016).

Las principales caracteristicas neuropatoldgicas son agregados extracelulares de AB (placas
neuriticas o amiloides) y agregaciones intracelulares de la proteina TAU hiperfosforilada en
NFT (Naseri et al., 2019). En la Figura 8 pueden observarse estas caracteristicas identificadas

por técnicas inmunohistoquimicas.

Los agregados de AP se desarrollan inicialmente en las regiones del neocértex basal,
temporal y orbitofrontal y en etapas posteriores a lo largo del hipocampo, la amigdala, el
diencéfalo y los ganglios basales (Breijyeh y Karaman, 2020). Estos se forman por el
plegamiento andmalo de proteinas solubles, que cuando alcanzan conformaciones alteradas
se agregan, lo que lleva a una pérdida y funciones neuronales anormales (Tiwari et al., 2019;
Villain y Dubois, 2019). Por otro lado, los NFT se concentran en los nucleos del tronco
encefalico, especialmente en la sustancia negra y el locus coeruleus, y suelen aparecer a una
edad mas temprana que las placas de AB. Son agregados intracelulares que se producen por la
multiple fosforilacidon de proteinas asociadas a microtubulos, esta es la proteina TAU (Naseri et

al., 2019).
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Figura 8: Patologia en EA: ovillos neurofibrilares (A) y placas neuriticas amiloides (B).
Mediante inmunohistoquimica se observan los NFT intracelulares en forma de llama (flecha)
en la imagen Ay las placas neuriticas (asterisco) en la imagen B (Dugger y Dickson, 2017).

Los factores de riesgo incluyen edad, antecedentes familiares, genotipo ApoE4 (mutacion
del gen ApoE que causa un desequilibrio del metabolismo lipidico y se relaciona con un gran
riesgo de padecer Alzheimer), hipermocisteinemia, diabetes, hipertensidon, obesidad,
hipercolesterolemia, lesiones como traumatismo cerebral y diabetes mellitus 2 (Cummings et
al., 2019). En la actualidad, la EA es la causa mas comun de demencia y representa hasta el
80% de los casos. Se estima que 40 millones de personas (la mayoria mayores de 60 afios),

padecen demencia y se prevé que esta cifra se triplique para 2050 (Scheltens et al., 2016).

El conocimiento de esta enfermedad ha evolucionado bastante, sin embargo, a pesar de
los numerosos estudios realizados, aun persisten interrogantes sobre un tratamiento eficaz
para frenar el curso de la enfermedad, y esto supone un objetivo importante con enormes
necesidades médicas (Piguet et al., 2017). La investigacion clinica avanza hacia un tratamiento
definitivo de esta patologia con la expectativa de que estas terapias atenuen el deterioro
cognitivo (Weller y Budson, 2018), asi se van a describir a continuacién un conjunto de
aplicaciones biotecnoldgicas cuyo objetivo es mejorar la calidad de vida y el curso de la

enfermedad en los pacientes.

4.3.1. Empleo de la terapia génica para el tratamiento de la Enfermedad de
Alzheimer.
Teniendo en cuenta el mecanismo patoldgico de esta enfermedad, se han escogido una
serie de estrategias llevadas a cabo por vectores virales en las que se observan beneficios,
tales como buena tolerabilidad, mejora de la funcidn cognitiva o reducciéon del péptido

amiloide cerebral.

Una de las estrategias escogidas se basd en la administracion de genes del factor de
crecimiento nervioso (NGF) mediante el uso de virus adenoasociados de serotipo 2 (AAV2).
El NGF aumenta la funcién de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal y se ha demostrado

su funcidn protectora en la reduccién de la actividad de neuronas colinérgicas en primates de
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edad avanzada (Sudhakar y Richardson, 2019). Esta estrategia se realizé para evaluar la funcién
protectora del NGF en pacientes con EA de leve a moderada. Inicialmente se realizé un ensayo
de Fase | en el que se demostré la seguridad y viabilidad del proceso a largo plazo.
Posteriormente, se desarrolléd un ensayo de Fase Il con 49 pacientes que fueron asignados al
azar en dos grupos: un grupo asignado con placebo y otro grupo asignado a recibir inyecciones
intracraneales de AAV2-NGF. Al no observarse diferencias significativas entre ambos grupos se
detuvo el experimento. Seria necesario verificar que el vector se administré correctamente, ya
gue no se ha utilizado ningun sistema para ello, como puede ser el sistema CED, conocido

como administracion mejorada por conveccion (Sudhakar y Richardson, 2019).

A diferencia de la estrategia anterior, una técnica llevada a cabo mediante la
administracion del gen transgénico de la transcriptasa inversa (Tert) de la telomerasa a
través del virus adenoasociado de serotipo 9 (AAV9), si que obtuvo beneficios relevantes a
nivel terapéutico, aunque el ensayo se realizd en ratones y no en humanos. La telomerasa es
una enzima transcriptasa inversa (Tert) que puede alargar los teldmeros de novo adicionando
repeticiones teloméricas en los extremos de los cromosomas, compensando asi el desgaste de
los teldmeros debido a la division celular. La telomerasa consta de dos componentes, la
transcriptasa inversa (Tert) y el ARN (Terc), que se utiliza como plantilla para la sintesis de
nuevas repeticiones teloméricas. Los teldmeros cortos son considerados caracteristicos del
envejecimiento y estan presentes en la EA avanzada (Whittemore et al., 2019). Esta estrategia
se basa en la reactivacion de la telomerasa en tejidos de ratones adultos mediante la
administracién de AAV9-Tert. Se escogio el serotipo AAV9 porque pueden atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE) y transducir un gran nimero de células. Se observaron un nimero
significativamente menor de células con dafo en el ADN para los grupos de ratones tratados
con AAV9-Tert en el hipocampo, la circunvolucién dentada y la neocorteza en comparacion
con los grupos controles. También se observaron niveles reducidos de senescencia, un
aumento de la coordinacidn neuromuscular, una mejora de la memoria y de la aptitud
mitocondrial. Para evaluar su impacto en la funcién cerebral, se midié la memoria de los
ratones utilizando la prueba del laberinto de Barnes. A las 30 semanas de tratamiento, el
rendimiento de la mayoria de los grupos tratados con AAV9-Tert fue mejor que el rendimiento

de los grupos no tratados (Whittemore et al., 2019).

De forma similar, se llevé a cabo en ratones una estrategia basada en la administracién del

gen que expresa el genotipo ApoE2 a través del vector AAV4, administrandolo directamente
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en el hipocampo del ratén. Se ha demostrado que la herencia de la variante ApoE4 (mutacidn
de la apolipoproteina E (ApoE)) aumenta el riesgo de desarrollar EA, mientras que la variante
ApoE2 protege de la EA de aparicidn tardia. Esta estrategia AAV4-APOE2 se desarrollé para
prevenir la EA en portadores del genotipo ApoE4. Se demostrd un fuerte efecto protector
sobre el riesgo de EA, con una reduccidn significativa y rapida de la carga del péptido amiloide
cerebral y las placas neuriticas (Rosenberg et al., 2018). Otros estudios basados en la misma
técnica, también administraron un AAV4-APOE2 mediante infusién intracerebroventricular
prolongada en ratones, y se demostrd la reduccién de la formacidon de placa amiloide y Ia

pérdida de sinapsis asociada (Choudhury et al., 2017).

4.3.2. Empleo de la Inmunoterapia en el tratamiento de la Enfermedad de
Alzheimer
Al igual que en el apartado anterior, teniendo en cuenta la patologia se han seleccionado
unas técnicas basadas en el uso de anticuerpos monoclonales (mAB) que han mostrado

proporcionar beneficios al tratamiento de la EA.

Uno de los anticuerpos que se ha escogido es Solanezumab, un anticuerpo monoclonal
antiamiloide de inmunoglobulina isotipo G1 (lgG1), cuya funcién es unirse al dominio medio
del péptido AB aumentando su aclaramiento. Inicialmente, se realizaron estudios preclinicos
en ratones mediante la administracién de anti-Af murino, anticuerpo monoclonal del que
deriva Solanezumab. Los resultados mostraron una reduccién significativa del depdsito de
placa amiloide en el cerebro. También se realizaron estudios de Fase | y Fase Il con
Solanezumab en pacientes con EA de leve a moderada. Los resultados mostraron que
Solanezumab tiene similar afinidad por dos isoformas del péptido AB, AB42 y AB40, cuya
abundancia en la placa amiloide es distinta, siendo AB42 la de mayor concentracién. Tras la
administracién de Solanezumab, las concentraciones de AB42 y AP40 se vieron alteradas
(Siemers et al., 2016). También se iniciaron estudios de Fase Il (EXPEDITION y EXPEDITION2)
qgue examinaron el efecto de Solanezumab frente a placebo. Participaron 80 pacientes con EA
de leve a moderada para evaluar su deterioro cognitivo. Aunque los resultados no mostraron
beneficios significativos, si que se mostré aproximadamente un 34% menos de deterioro

cognitivo y funcional con Solanezumab versus placebo (Honig et al., 2018).

De forma similar, se estudid Gantenerumab, un anticuerpo monoclonal humanizado que
se une al péptido AB y lo elimina por fagocitosis mediada por receptor Fc. Se realizé un estudio

de Fase | que reunié a 16 pacientes con EA de leve a moderada para la administracion de
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Gantenerumab. Los resultados iniciales mostraron una rdpida reduccién de la carga amiloide
cerebral. Se administré Gantenerumab intravenoso (IV) en dos dosis, 60 mg y 200 mg cada 4
semanas. Los resultados mostraron una reducciéon de la tasa del valor de captacién
estandarizado del péptido amiloide cortical (SUV) dependiente de la dosis en comparacién con
el placebo. Se concluyé que la dosis éptima se encontraba por encima de 100 mg y por debajo
de 330 mg, ya que a 200 mg se detectaron 4 edemas vasogénicos y microhemorragias
(Ostrowitzki et al., 2017). Posteriormente, se realizaron dos estudios de Fase Ill denominados
SCarlet RoAD y Marguerite RoAD con dosis iniciales de 105 o 225 mg de Gantenerumab
administrado por via subcutanea (SC), que se incrementd a una dosis maxima de 1200 mg cada
mes. Se evaluaron los efectos del tratamiento sobre los biomarcadores del liquido
encefalorraquideo (LCR) y de la tomografia por emisidon de positrones (PET) y los resultados
mostraron que las dosis fueron seguras y bien toleradas. Se observd una disminucion del
péptido AR dependiente de la dosis y efectos farmacodindmicos, como la reduccion de los
biomarcadores del LCR tau fosforilado, tau total y neurogranina (proteina cerebral relacionada
con la memoria y el aprendizaje) dependiente de la dosis. Estas observaciones mostraron que
aumentos en la dosis de Gantenerumab se correspondia con efectos relevantes sobre la
cognicién y la funcién, especialmente en las primeras etapas de la enfermedad. Finalmente, se
concluyé que Ganterumab si es eficaz para el tratamiento de la EA, y que los resultados
mostrados proporcionan la justificacion para realizar una mayor investigacion de la eficacia

clinica de este anticuerpo (Klein et al., 2019).

Otra estrategia del tratamiento se basd en Crenezumab, un anticuerpo monoclonal
humanizado de inmunoglobulina isotipo G4 (IgG4) que se une con alta afinidad a oligémeros
AB, manteniendo la capacidad de unirse a otras formas de AR (mondmeros, fibrillas y placas)
(Salloway et al., 2018). Se realizé un estudio de Fase Il para evaluar los efectos de Crenezumab
sobre la carga de placa amiloide cerebral. Se escogieron a pacientes con EA de leve a
moderada que fueron aleatorizados 2:1 (crenezumab: placebo). Un grupo recibié Crenezumab
via SC a dosis baja de 300 mg o placebo cada 2 semanas y el otro grupo Crenezumab via IV a
dosis alta de 15 mg/kg o placebo cada 4 semanas. Los datos mostraron que el 89% de los
pacientes del grupo por via SCy el 86% de los pacientes del grupo por via IV tenian niveles mas
bajos de AB en la semana 69 de tratamiento. También se observd reduccidon de la placa
amiloide en el LCR tras la administracién de Crenezumab en la mayoria de los pacientes. Los
resultados sugirieron que la administracién mas temprana y/o a dosis mas altas pueden

mejorar los efectos beneficiosos de Crenezumab (Cummings et al., 2018; Yang et al., 2019).
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4.4.Biotecnologia en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (EP)

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por James Parkinson en 1817 (Salari y
Bagheri, 2019). Es un trastorno multifactorial caracterizado por el deterioro progresivo del
control motor voluntario. Consta de signos y sintomas motores como bradicinesia, hipocinesia,
rigidez de brazos, piernas y tronco, temblor en reposo, etc. (Lotankar et al., 2017), y de
sintomas no motores (Cabreira y Massano, 2019) como deterioro cognitivo, depresién, apatia,
infarto, retencidn urinaria, hipotensidn ortostatica, ilusiones, sindrome diurno, estrefiimiento
(presente en el 80% de los casos de EP, etc (Parashar y Udayabanu, 2017). Hay pruebas de que
el sistema nervioso entérico es un sitio de afectacion temprana (Rodger, 2018). Estos sintomas
se consideran de gran importancia para el diagndstico precoz de la EP ya que pueden ocurrir

afios antes del inicio de los sintomas motores (Gazerani, 2019).

Este trastorno pertenece al grupo de las sinucleinopatias y tiene una fisiopatologia
compleja que engloba su origen en el tallo cerebral, el plegamiento incorrecto de la alfa-
sinucleina (ASN), el depdsito de proteinas amiloides y TAU, neuroinflamacién, disfuncién
mitocondrial, estrés oxidativo y factores genéticos y epigenéticos (Titova et al., 2017). Los
sellos neuropatoldgicos de esta complicada fisiopatologia son la degeneracién progresiva de
neuronas en la sustancia negra pars compacta (SNc) de los ganglios basales, cuya funcidn es la
transmisién de dopamina, y las inclusiones de cuerpos de Lewy que se componen
principalmente ASN, una proteina presindptica que tiene un papel fundamental en la
liberacion vesicular de neurotransmisores, el transporte axonal y mecanismos de autofagia

(Salariy Bagheri, 2019).

Los cuerpos de Lewy son agregados fibrilares insolubles anormales que se desarrollan
dentro de las células nerviosas (Lotankar et al., 2017). La pérdida de neuronas dopaminérgicas
se relaciona con los sintomas motores de la enfermedad y la degeneracion de neuronas
noradrenérgicas, colinérgicas o serotoninérgicas se relaciona con los sintomas no motores

(Cabreira y Massano, 2019).

Esta enfermedad presenta una etiopatogenia heterogénea, basada en la interaccion
genético-ambiental y el envejecimiento. Hay distintos factores que predicen un peor
prondstico como son la edad avanzada, sexo masculino, epigenética, deterioro motor axial,
deterioro cognitivo temprano, disfuncién autondmica, el traumatismo craneoencefilico, la
exposicién a pesticidas agricolas y otras toxinas como el manganeso o el zinc (Cabreira y

Massano, 2019; Reiner et al., 2021). Entre los factores genéticos, un historial positivo de EP
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conduce a un mayor riesgo de incidencia del trastorno, y entre el 5% y el 10% de los pacientes

con diagndstico de EP tienen mutaciones en los genes asociados (Salari y Bagheri, 2019).

El primer gen identificado fue SNCA (a-sinucleina). Posteriormente, se descubrieron otros
genes familiares ligados a la enfermedad, como parkin, DJ-1, PINK1 y LRRK2 (Chia et al., 2020).
Recientemente se ha sugerido que el COVID-19 puede mejorar la progresién de la
enfermedad, pero aun se necesitan estudios adicionales para investigar esta hipdtesis en

profundidad (Reiner et al., 2021).

La enfermedad afecta al 2% de la poblacion mayor de 65 afios y al 4% de la poblacion
mayor de 85 afios (Opara et al., 2017). El inicio de la EP suele ser a partir de los 65 afos y
aparece mas frecuentemente en hombres que en mujeres (Gazerani, 2019). En las ultimas
décadas, la prevalencia de la EP ha ido en aumento. Se estima la existencia de unos 6,1
millones de personas diagnosticadas con EP en todo el mundo, cifra que no superaba los 2,5
millones en 1990. La incidencia de la EP ha aumentado de 5 a mas de 35 / 100.000 casos
nuevos al afio y aumenta de 5 a 10 veces desde la sexta a la novena década de la vida (Simon

et al., 2020).

En las ultimas décadas ha habido un gran progreso en la compresién de la base molecular
de la neurodegeneracion en la EP, lo que ayudara a obtener terapias eficaces para modificar la
enfermedad (Simon et al.,, 2020). A continuacion, se describen una serie de aplicaciones

biotecnoldgicas adaptadas al tratamiento o prevencion de la EP.

4.4.1. Empleo de la terapia génica para el tratamiento de la Enfermedad de
Parkinson
Conociendo el mecanismo patolégico de la EP, se han seleccionado una serie de
estrategias basadas en la transferencia génica, que se lleva a cabo a través de vectores virales.
Estas estrategias proporcionan beneficios, tales como mejora de los sintomas motores,

garantias de seguridad o prevencidn de la degeneracion.

Una de las estrategias llevadas a cabo fue la administracion del gen del enzima acido
glutamico descarboxilasa (GAD) mediante el uso del virus adenoasociado AAV2. La GAD es
una enzima neuronal que media la sintesis del neurotransmisor inhibitorio GABA en el nucleo
subtalamico (STN). Esta estrategia se basé en aumentar la produccion de GABA y contrarrestar
la hiperactividad patoldgica de esta enfermedad que se produce por la pérdida de

estimulacién dopaminérgica en el STN. Se realizaron ensayos de Fase | y Fase Il en los que se
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administré por infusion AAV2-GAD al STN de pacientes con EP. Se llevd a cabo a través de la
administracién mejorada por conveccidon (CED), un sistema que ayuda a verificar si la
administracién de los vectores ha sido correcta. Ambos estudios mostraron que la
administracién de AAV2-GAD condujo a la formacidn de nuevas vias neuronales en el cerebro,
que conectan el STN a otras regiones motoras, mejorando sintomas motores en los pacientes

con EP (Sudhakar y Richardson, 2019).

De forma similar se realizd otra estrategia basada en la administracién del gen de la
enzima L-aminoacido aromatico descarboxilasa (AADC) mediante el uso de AVV2. AADC es la
enzima limitante en la conversién de levodopa en dopamina y se utilizé como profarmaco,
para aumentar esta conversién. La levodopa es el medicamento mas eficaz contra el
Parkinson, se convierte en dopamina en el cerebro a través de esta enzima. Esta estrategia
tuvo como diana el cuerpo estriado poscomisural ya que se ha demostrado que las células de
esta zona pueden expresar transgenes durante un largo periodo de tiempo. Se realizé un
ensayo clinico de Fase | donde se administré6 AAV2-AADC a 10 pacientes con EP divididos en
dos grupos de dosificacion, alta y baja dosis, monitoreados durante 5 afos. Se evaluaron los
resultados obtenidos a través de las exploraciones de PET-FMT (tomografia de emisién de
positrones-6-[*8F]fluoro-L-m-tirosina (marcador de la actividad de AADC)) posoperatorias y
demostraron un aumento del 25% y 65% en los niveles de captacion de AADC en los grupos de
dosis baja y alta, respectivamente. El estudio demostré la seguridad de esta terapia, aunque la
eficacia clinica no fue elevada y por ello el ensayo no continué en fases posteriores (Sudhakar y
Richardson, 2019). Con la misma terapia, se desarrollé otro ensayo donde se administré AAV2-
AADC en el putamen, donde se encontraron niveles bajos de dopamina, obteniéndose

resultados clinicos modestos y garantias de seguridad. (Choudhury et al., 2017).

Siguiendo con esta estrategia, se realizd un ensayo clinico de Fase | con 15 pacientes a los
que se les administré el gen que codifica la AADC a través de un virus adenoasociado. El
objetivo de la estrategia fue aumentar los niveles de dopamina en el cuerpo estriado mediante
la introduccion de genes que median la sintesis de dopamina. Los pacientes recibieron el
tratamiento en tres dosis distintas, teniendo como diana el putamen. Los resultados iniciales
sugirieron que el tratamiento era bien tolerado y garantizaba su seguridad. Los efectos
obtenidos fueron prometedores, puesto que el volumen de agente administrado cubria una

gran parte de la estructura diana, produciéndose asi un aumento de la actividad enzimatica en
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la zona. Ademas, estos beneficios se correlacionaron con una reduccion en la dosis de

levodopa administrada a los pacientes (Stoker et al., 2020).

Otra estrategia utilizada se basa en la administracion del gen del factor neurotréfico
derivado de células gliales (GDNF) mediante el uso de un virus adenoasociado AVV2. El GDNF
es miembro de la familia del factor de crecimiento transformante B (TGF-) y se considera una
neurotrofina restauradora. Estas son proteinas cuya funcion es la diferenciacién, crecimiento y
supervivencia de neuronas periféricas, y que tienen efectos neuroprotectores vy
neuroregenerativos. La terapia tuvo como diana el cuerpo estriado y la sustancia negra de
primates. Como resultado, se consiguié prevenir de la degeneracién nigroestriatal y de fibras
degeneradas en un alto porcentaje. Los animales no demostraron respuesta inmunoldgica y
continuaron la expresién de GDNF 8 meses después de la infusidon. La misma técnica aplicada a
pacientes con EP mostré una elevada proteccién frente a la neurodegeneracién, mas funcién
protectora que restauradora del GDNF. En este caso, la administracion del vector solo se
realizé cuando los sintomas de la EP estaban presentes mas de 6 meses. En ambos estudios
también se evalud la seguridad y eficacia de administrar dosis mds elevadas de AAV2-GDNF,
garantizando la seguridad del proceso. Como conclusién, la estrategia mostrd signos de
prevencion frente a la neurodegeneracidon que provoca la EP y se observd también un
aumento de la presencia de dopamina. Estos resultados reafirmaron el uso de esta estrategia 'y

su estudio en nuevas investigaciones (Sudhakar y Richardson, 2019).

4.4.2. Empleo de la Inmunoterapia en el tratamiento de la Enfermedad de
Parkinson
Atendiendo al mecanismo patolégico de la enfermedad, se han seleccionado una serie
técnicas basadas en el uso de anticuerpos monoclonales (mAB) que han proporcionado

beneficios al tratamiento de la EP.

Una de las técnicas escogidas se basa en el uso de anticuerpos monocatenarios D10 o D5
(scFv) que se dirigen a los agregados de a-syn en pacientes con EP. D10 mostré una alta
afinidad por el mondmero a-syn y D5 por oligdmeros de a-syn mediante el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) y microscopia de fuerza atémica. Ambos
anticuerpos redujeron los niveles de a-syn y mostraron indicios de prevenir la agregacion de a-

syn (Wang et al., 2019).

Otro anticuerpo que destaca es BIIB054, un anticuerpo monoclonal humano que se une a

agregados de a-syn, concretamente a un epitopo N-terminal con una alta especificidad por los
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agregados oligoméricos y las formas fibrilares de a-syn, y que presenta buena eficacia en
modelos de ratén con EP. BIIBO54 se generd a partir de linfocitos sanguineos recolectados de
individuos ancianos sanos sin signos de trastornos neurodegenerativos mediante la clonacién
de genes (Weihofen et al., 2019). Los estudios revelaron que el tratamiento con BIIB054 redujo
la propagacidon de a-syn, rescatd deficiencias motoras, redujo la pérdida de densidad del
transportador de dopamina en las terminales dopaminérgicas del cuerpo estriado y se dirigié
preferentemente a las formas téxicas de a-syn. Los beneficios reportados proporcionaron una
justificaciéon vdlida para el desarrollo clinico de BIIB054, facilitando su uso en el tratamiento y
la prevencion de la EP (Weihofen et al., 2019). Por otro lado, se realizé un ensayo de Fase | con
48 voluntarios sanos y 18 pacientes con EP. Los pacientes sanos recibieron una dosis Unica del
anticuerpo (1-135 mg/kg) o placebo por via IV; los enfermos recibieron una dosis Unica de
anticuerpo (15 o 45 mg/kg) o placebo. Tras las evaluaciones, se obtuvieron resultados
favorables en cuanto a seguridad, tolerabilidad y propiedades farmacocinéticas, se consiguid
reducir los agregados de a-syn y los eventos adversos que se notificaron fueron leves en
ambos grupos de tratamiento, lo que apoya que se desarrolle mas su aplicacién clinica (Brys et

al., 2019).

De forma similar, el anticuerpo monoclonal humanizado 1gG1 PRX002 se dirigié contra
formas agregadas de a-syn, pero en este caso al epitopo C-terminal. Se administré este
anticuerpo a través de un ensayo clinico de Fase IA en pacientes con EP. Estos pacientes
mostraron una reduccién del 96,5% en la concentracion de a-syn en suero libre.
Posteriormente, se realizd un ensayo de Fase IB para evaluar la seguridad y la tolerabilidad de
la administracion por infusion del anticuerpo. Los resultados de ambos ensayos fueron muy
similares y se garantizé tanto la seguridad como la tolerabilidad (Fields et al., 2019). Se realizé
otro estudio de Fase | que evalud el impacto de PRX002 administrado por infusion IV a 40
participantes sanos en 5 cohortes de dosis ascendentes en el que los pacientes fueron
asignados al azar para recibir el fdrmaco o el placebo. Los resultados demostraron la
seguridad, la tolerabilidad y perfiles farmacocinéticos favorables de las dosis probadas y no
hubo procesos de inmunogenicidad. Se observd una reduccion significativa dependiente de la
dosis de la concentracién de a-syn libre en el suero 1 hora después de la administracién. Esta
reduccion persistid durante al menos 2-4 semanas tras la administracion del anticuerpo. Este
estudio demostré que PRX002 es capaz de modular de forma segura la a-syn en suero tras
infusiones IV Unicas. Todos estos datos apoyan el desarrollo de nuevas investigaciones basadas

en el uso de PRX002 para el tratamiento o prevencion de la EP (Schenk et al., 2017).
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4.5.Biotecnologia en el tratamiento de la enfermedad de Huntington (EH)

La Enfermedad de Huntington (EH) es una afeccién neurodegenerativa monogénica que
suele manifestarse en la edad adulta y que se hereda de forma autosdmica dominante. La
enfermedad comienza asintomatica y es en torno a la tercera década de vida donde aparecen
los sintomas y la progresion ya es incesante (Wilton y Stevens, 2020). El trastorno se definio
en 1993 cuando se determind que la EH esta causada por una expansion inestable de
repeticiones CAG (trinucledtido que codifica la glutamina) en un gen que se encuentra en el
cromosoma 4 dentro de la huntingtina (HTT), causando una proteina huntingtina mutada
(mHTT) (Maiuri et al.,, 2019). Esta mutacion conduce a la elongacidon del tracto de
poliglutamina dentro de la huntingtina, por lo que la EH se considera una enfermedad

poliglutaminica (Illarioshkin et al., 2018).

Dentro de la EH se pueden distinguir la EH juvenil (aparece antes de los 21 afios y presenta
sintomas clinicos marcados) y la EH de aparicion tardia (aparece después de los 60 afios).
Factores como el abuso de alcohol, drogas y tabaco marcan un inicio mas temprano de la
enfermedad. El suefio interrumpido, los tics, el dolor, la picazén y la psicosis son los sintomas

mas comunes de la EH juvenil (Kumar et al., 2020).

Esta enfermedad se manifiesta con sintomas motores (corea, discinesia y distonia),
sintomas psiquiatricos que suelen preceder a los motores (depresion, ansiedad y trastornos
del suefio), dificultad para concentrarse y retener informacién, disminucion de las habilidades
del lenguaje, habla desorganizada y alteraciones de la percepcidn provocados por el deterioro
cognitivo. En estadios avanzados de la enfermedad predominan la rigidez motora y la
demencia (Pandey y Rajamma, 2018). Todos estos sintomas se deben a la atrofia de los
ganglios basales (principalmente el cuerpo estriado) y la corteza cerebral (lllarioshkin et al.,

2018).

La caracteristica neuropatolégica mds relevante es la apariencia encogida de la zona
neoestriada con atrofia macroscopica del nucleo caudado y putamen, el agrandamiento de los
ventriculos y la pérdida de la sustancia blanca en la zona subcortical. Los cerebros con EH
pesan entre un 10 y un 20% menos que los cerebros controles de la misma edad (Pandey y

Rajamma, 2018).

La prevalencia media de la EH en el mundo es de 1 caso por cada 10.000, con una
progresion irreversible de los sintomas en un periodo de 10 a 15 afos (Blumenstock y

Dudanova, 2020). Actualmente, las investigaciones se han centrado en el desarrollo y prueba
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de terapias que se dirigen proximalmente en la patogénesis de la EH, es decir, dirigidas al ADN,

ARN y la proteina HTT (Tabrizi et al., 2019).

4.5.1. Empleo de la terapia génica para el tratamiento de la Enfermedad de
Huntington
Teniendo en cuenta el mecanismo patoldgico de la enfermedad de Huntington, se han
escogido una serie de estrategias llevadas a cabo por vectores virales en las que se observan
beneficios, tales como buenos resultados de seguridad y tolerabilidad, reducciéon de los

agregados de mHTT o mejoras en los sintomas motores.

Una de las estrategias seleccionadas se basé en la administracion del vector viral AAV5
que codifica un microARN (miARN) disefiado contra el ARNm de HTT (AAV5-miHTT). El
objetivo fue reducir los niveles de huntingtina mutada (mHTT) a través de la administracion
este vector viral. Se llevaron a cabo estudios preclinicos en roedores a los que se les administro
una dosis Unica del anticuerpo via intracraneal. Se obtuvieron buenos resultados de seguridad
y tolerabilidad y se observd que el vector se distribuyd de forma generalizada y que redujo
extensamente la concentracion de mHTT. Estos resultados apoyaron la evolucidon de estos
estudios preclinicos a ensayos clinicos en pacientes con EH (Evers et al., 2018). Otro estudio
con la misma metodologia demostré la supresién del ARNm de la mHTT, reduciéndose casi por
completo la formacién de agregados de mHTT y suprimiéndose también la disfuncién neuronal
asociada a la fosfoproteina neuronal regulada por dopamina y AMP ciclico (DARPP-32). DARPP-
32 interviene en la regulaciéon de las neuronas dopaminérgicas por lo que contrarrestar su
disfuncidn fue un gran resultado. Durante el proceso no se desarrollé inmunogenicidad. Se
demostré que el uso de la terapia génica para acabar con la mHTT puede proporcionar
importantes beneficios terapéuticos para pacientes con EH ya que los datos de reduccién de

mHTT fueron muy esperanzadores (Miniarikova et al., 2017).

Otras estrategias se basaron en el uso del vector viral AAV-HTT-gRNA que expresa una
serie de ARN guias (gARN) que van dirigidos a la region de repeticion CAG en el ADN vy el
vector viral AAV-CMV-Cas9 que expresa Cas9, enzima endonucleasa de ADN guiada por ARN
y asociada con el sistema CRISPR. Se demostrd que la supresion de la expresién de mHTT en
el cuerpo estriado de ratones transgénicos, por medio de la inactivacion producida por
CRISPR/Cas9, redujo eficazmente los agregados de HTT y atenud la patologia temprana de la
enfermedad. Mediante esta técnica se consiguid el alivio de los sintomas motores de laEH y la

reduccion de la expansién del tracto de poliglutamina. En los ensayos se inyecté AAV-HTT-
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gRNA y AAV-CMV-Cas9 en un lado del cuerpo estriado de los ratones y en el cuerpo estriado
contralateral se inyectd con AAV-HTT-gRNA o AAV-CMV-Cas9, para evaluar la eficacia de la
reduccion de mHTT. En la evaluaciéon de los resultados, la inmunotincion mostré una
disminucién drastica en la acumulacidn nuclear y la agregacion de mHTT en el cuerpo estriado
de los ratones tratados con los dos vectores. Esto demostrd la eficacia de la técnica para

reducir la toxicidad neuronal de esta patologia (Yang et al., 2017).
Una estrategia interesante también fue la combinacion de terapia génica y células madre:

Las células autdlogas, es decir, las procedentes del propio paciente son la mejor técnica
para la terapia de reemplazo celular ya que el rechazo inmunolégico es minimo o nulo. Sin
embargo, es necesario corregir las mutaciones existentes para obtener efectos beneficiosos a
largo plazo. De esta manera, la combinacién de la terapia génica con el reemplazo de células
madre resulta interesante y proporciona varias ventajas como: i) el establecimiento de células
inmunocompatibles y genéticamente iguales de los pacientes, ii) la diferenciacion de la
poblacién de células diana o precursoras vy iii) la correccién genética de mutaciones mediante

las técnicas knock-down o knock-out (Cho et al., 2019).

Se evalud la eficacia de esta combinacién de técnicas mediante el injerto de células
progenitoras neuronales derivadas de monos transgénicos que expresaban oligonucledtidos
antisentido de ARN (shARN) contra HTT en ratones con EH. Estos injertos extendieron la vida
util de los ratones en comparacién con un grupo control. Ademas, la inmunotincién realizada
demostré que las células injertadas eran capaces de diferenciarse en distintas células
neuronales que expresan MAP2, GABA y GFAP, que son marcadores de neuronas y astrocitos.
Estos resultados mostraron que la combinacidn de células madre y terapia génica podria ser
una opcién de tratamiento eficaz para la EH y proporcionaron una justificacién para una mayor

investigacion de la eficacia clinica de esta terapia (Cho et al., 2019).

En la misma linea que la estrategia anterior, se desarrollé un ensayo basado en el uso de
células madre mesenquimales (MSC) modificadas genéticamente. Las MSC son células madre
adultas multipotentes que pueden diferenciarse en diversos tipos de células manteniendo la
capacidad de auto renovacion. Son capaces de secretar factores neurotréficos en respuesta a
elementos inflamatorios locales, mejorando la neurogénesis y la creacién de nuevas sinapsis, e
inhibiendo la sefializacién apoptética. Entre esos factores se encuentra el factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) que interviene tanto en la supervivencia como en la funcioén de las

neuronas estriatales. Este factor se encuentra a niveles muy bajos en pacientes con EH
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provocado por la inhibicidn a nivel transcripcional por la proteina huntingtina mutante (mHTT),
y esta disminucién se correlaciona con la aparicién de sintomas y la posibilidad de una forma
de EH mucho mas grave en ratones transgénicos (Deng et al., 2016). Se realizé un estudio con
MSC derivadas de ratén y se utilizaron como vehiculo de administracidn para la terapia génica,
ya que estas células son faciles de reprogramar. El objetivo era que estas células
sobreexpresaran el BDNF en ratones transgénicos. Asi, estas células mostraron una mejora
motora y una mayor viabilidad neuronal después del trasplante, asi como, la capacidad de
migrar a dreas de dafio tisular y producir un efecto terapéutico persistente incluso después de

la eliminacidn celular (Deng et al., 2016).

4.5.2. Empleo de la Inmunoterapia en el tratamiento de la Enfermedad de
Huntington
De acuerdo con las bases patoldgicas de la enfermedad, se han seleccionado un conjunto
de técnicas basadas en el uso de anticuerpos monoclonales (mAB) que han mostrado
beneficios relevantes en el tratamiento de la EP, tales como disminucidn de la agregacién de

mHTT y bloqueo de la secrecidn extracelular de mHTT.

Una de las estrategias llevada a cabo se basé en la utilizacién del intracuerpo anti-N-
terminal HTT C4, un anticuerpo recombinante intracelular con gran especificidad y afinidad
por la diana, que tiene inmunogenicidad minima o nula. Mediante un modelo de Drosophila de
EH, se demostrd que este intracuerpo ralentiza la progresién de la neurodegeneracion y la
formacién de agregados de mHTT en cultivos celulares, y aumenta la supervivencia hasta la
edad adulta (Manoutcharian et al.,, 2016). Ademas, también redujo las caracteristicas
patoldgicas en ratones transgénicos tras la administracion intracraneal del anticuerpo
utilizando un vector viral AAV. Sobre la agregacion y la toxicidad de mHTT, la administracion
del vector provocaba un efecto distinto dependiendo de a qué dominio se unia. Su unién a los
dominios ricos en prolina mostraba una funcién protectora, mientras que si reconocia la
secuencia de poliglutamina estimulaban la agregacion y la apoptosis de HTT (Manoutcharian et

al., 2017).

Otra estrategia se basd en la utilizaciéon del anticuerpo monoclonal C6-17, un anticuerpo
gue posee una alta afinidad por una regién cercana al sitio de escision de la caspasa-6 en la
posicion D586 de la proteina HTT humana. Se probd funcionalmente en ensayos in vitro
basados en células y se observd que se unia eficazmente a la mHTT y que bloqueaba tanto la

secrecién extracelular como la captacion celular de mHTT (Bartl et al.,, 2020). Esto tiene
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importantes implicaciones en el desarrollo de futuras terapias para tratar la EH, aunque
todavia es necesario nuevos estudios para evaluar distintos pardmetros como la toxicidad. Por
tanto, sera necesario realizar estudios para validar aiun mas este anticuerpo, aun asi estos
hallazgos proporcionaron la base para el desarrollo de terapias basadas en anticuerpos con

eficacia clinica relevante para el tratamiento de la EH (Bartl et al., 2020).

5. CONCLUSIONES

Las distintas aplicaciones biotecnoldgicas desglosadas en este trabajo han demostrado
tener beneficios terapéuticos para el tratamiento del Alzheimer, Parkinson y Corea de

Huntington.

Con respecto a las estrategias llevadas a cabo por la terapia génica, se ha observado una
eficacia clinica relevante en el tratamiento de estas enfermedades. En la enfermedad de
Alzheimer, el uso de vectores virales consiguié numerosos beneficios tales como mejora de la
funcién cognitiva, reduccién de los agregados del péptido amiloide cerebral y prevencion de la
degeneracién neuronal provocada por el genotipo ApoE4. En la enfermedad de Parkinson se
ha observado una mejora de los sintomas motores como bradicinesia, la rigidez de las
extremidades o el temblor en reposo, un aumento de las cantidades de dopamina y
contrarrestar la pérdida de la actividad enzimatica en la zona afectada. En la Corea de
Huntington se observé una reduccién importante de los agregados de mHTT, aumentos de la

esperanza de vida y mejora de los sintomas motores tales como corea o discinesia.

Por su parte, las estrategias llevadas a cabo por la inmunoterapia a través de anticuerpos
monoclonales también mostraron unos beneficios clinicos importantes. En la enfermedad de
Alzheimer se observdé menor dafio cerebral, un aumento de la coordinacién neuromuscular,
mejora de la memoria y reduccidn del péptido amiloide. En la enfermedad de Parkinson fue
notable la reduccidn de los agregados de a-syn, las mejoras de los sintomas motores y la
reduccion de la pérdida de dopamina. Por su parte, en la enfermedad de Huntington se
observé una reduccion de la progresion de la neurodegeneracion y de los agregados de mHTT,

y aumento de la esperanza de vida de los pacientes.

Todas las estrategias vistas han aportado unos beneficios relevantes para el tratamiento o
prevencion de estas enfermedades, y han progresado hacia una clinica mas eficaz con el paso

de los afios. Muchas se han quedado en el camino cuando se llevaron a cabo los ensayos
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clinicos, aun estando respaldadas por resultados preclinicos prometedores, lo que hace

necesario nuevos ensayos mas sélidos.

En general, se puede concluir que las aplicaciones biotecnoldgicas estudiadas tienen
efectos beneficiosos sobre el desarrollo de los trastornos neurodegenerativos de forma mas
precisa e individualizada. El uso de anticuerpos monoclonales, anticuerpos recombinantes o
vectores virales y su evaluacion mediante ensayos de alto nivel hacen que cada vez sea mayor
su presencia en la practica clinica. Sin embargo, a dia de hoy se requieren futuras
investigaciones para encontrar tratamientos con alta eficacia y seguridad para tratar estas
patologias, ya sea con aumentos de dosis o dirigidos a la busqueda de nuevos farmacos o

estrategias.
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