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Resumen En los ultimos afos la terapia génica se ha posicionado como una opcién real y segura en el
desarrollo de alternativas terapéuticas para la cura y la prevencion de diferentes enfermedades.
Consiste en la insercion de material genético en un tejido o célula defectuosa, mediante el uso de un vector.
Existen varias consideraciones para seleccionar el vector mas apropiado, incluyendo el potencial de unién y
entrada a la célula diana, la capacidad de transferencia del material genético al nucleo, la habilidad de expresion
del inserto y la ausencia de toxicidad. En el panorama actual, los vectores virales mas utilizados son los derivados
de los virus adenoasociados (AAV). Caracteristicas como su bioseguridad, baja toxicidad y tropismo selectivo,
han posibilitado su evaluaciéon como opcién terapéutica en un amplio nimero de enfermedades monogénicas
o complejas. A pesar de sus ventajas, los vectores AAV presentan inconvenientes, siendo el mas importante
la respuesta inmune del paciente al vector, especialmente la respuesta mediada por anticuerpos neutralizantes
(NADb). Los NAb disminuyen la transduccién del vector e impiden la expresion del gen que transporta, limitando
su aplicacion clinica. Por lo tanto, identificar y cuantificar la presencia y actividad de los NAbs, es el primer paso
en cualquier protocolo de terapia génica con vectores AAV. La presencia de NAb depende principalmente de la
exposicién al virus en la naturaleza y varia drasticamente segun edad, localizacién geografica y estado de salud
de la persona evaluada.
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Abstract Immune response and gene therapy with adenoassociated viral vectors. In recent years, gene
therapy has been positioned as a real and safe option in the development of therapeutic alternatives
for the cure and prevention of different diseases. It consists in the insertion of genetic material in a defective
tissue or cell, through the use of a vector. There are several considerations for selecting the most appropriate
vector, including the potential for binding and entry to the target cell, the ability of the genetic material to transfer
to the nucleus, the ability to express the insert, and the absence of toxicity. In the current scenario, the most
commonly used viral vectors are those derived from adeno-associated viruses (AAV). Characteristics such as
biosafety, low toxicity and selective tropism have enabled its evaluation as a therapeutic option in many mono-
genic or complex diseases. Despite their advantages, AAV vectors have drawbacks, the most important being
the patient’'s immune response to the vector, especially the response mediated by neutralizing antibodies (NAb).
NAbs decrease the transduction of the vector and prevent the expression of the gene it transports, limiting its
clinical application. Therefore, identifying and quantifying the presence and activity of NAbs is the first step in
any gene therapy protocol with AAV vectors. The presence of NAbs depends mainly on exposure to the virus in
nature and varies drastically according to age, geographic location and health status of the person evaluated.
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La terapia génica es una disciplina que busca la inser-
cion de material genético para el tratamiento o correccion
de una enfermedad. Esta insercion puede realizarse ex
vivo, tratando células del individuo con el gen de interés
en el contexto del laboratorio, siendo posteriormente
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suministradas al paciente. Esta modalidad fue utilizada
en los primeros tratamientos para la inmunodeficiencia
grave combinada ligada a X durante la década de 1990 e
inicios del siglo 21. En la modalidad in vivola insercion del
material genético se realiza de manera directa utilizando
un vector'. La terapia génica in vivo tiene el potencial de
aumentar la eficiencia y aumentar el espectro de aplica-
ciones con respecto a la terapia ex vive?.

Las estrategias de transferencia génica in vivo se ca-
racterizan por tres elementos: el gen a transferir, el tejido
blanco en el que se introduce el gen, y el vector, el cual



494

se utiliza para facilitar la entrada del gen®. Existen varias
consideraciones para escoger el vector mas apropiado,
como el potencial de unién y entrada a la célula diana, la
transferencia adecuada del material genético al nucleo,
la habilidad de expresién prolongada del inserto y la
ausencia de toxicidad*.

Dentro de los vectores que se pueden utilizar para
la transferencia del material genético se encuentran los
virus y vectores no virales. Algunos de los vectores virales
utilizados han sido lentivirus, adenovirus, virus adenoaso-
ciados (AAV) y virus de herpes simplex'-5. Los vectores no
virales incluyen inyeccion directa de acido desoxirribonu-
cleico (ADN), ya sea en plasmidos o productos desnudos
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) utilizando dispositivos como electropora-
cion, sonoporacién, magnetofeccion o pistolas de genes
para facilitar su entrada a la célula y nucleo'.

Debido a su pobre inmunogenicidad, su bajo riesgo de
mutagénesis insercional y su buen perfil de seguridad, los
vectores AAV constituyen una gran opcién terapéutica.
Actualmente son ampliamente utilizados en terapia génica
para la transferencia de genes de interés en estudios pre-
clinicos y ensayos clinicos de patologias monogénicas®.

Afinales de 2017 la terapia de reemplazo genético del
gen RPE65 para el tratamiento de la amaurosis congénita
de Leber utilizando el serotipo AAV2 en administracion
sub-retinal (Luxterna, Spark therapeutics), se convirtié
en la primera terapia génica con vectores AAV en ser
aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) en
EE.UU.%7. En mayo de 2019 la FDA aprobd la terapia
de reemplazo genético del gen SMN1 utilizado el vector
AAV9 para el tratamiento de la atrofia muscular espinal
en pacientes menores de 2 anos (Zolgensma, AveXis
Inc.)®®. La aprobacién inicial es para la administracion
por via intravenosa en pacientes de hasta 2 afios de
edad; sin embargo, AveXis esta llevando a cabo estudios
clinicos para la administracion intratecal de zolgensma en
pacientes con atrofia muscular espinal de hasta 5 afos
de edad'?. También se esta evaluando la efectividad de
la transferencia genética en pacientes con hemofilia A
(BioMarin Pharmaceutical). En un estudio clinico fase |
que evalué el efecto de una dosis intravenosa unica de un
vector AAV5 optimizado, que codifica para el factor VIII,
en nueve hombres con hemofilia A grave se observé la
normalizacion sostenida de la actividad del factor VIII, con
estabilizaciéon de la hemostasia y una profunda reduccién
en el uso del factor VIII''. Todos estos resultados validan
el potencial terapéutico de los vectores AAV para el trata-
miento de diversas clases de enfermedades.

Caracteristicas de los virus adenoasociados

Los AAV son virus de ADN, de 25 nm, de la familia Parvo-
viridaey el género Dependovirus. El genoma de los AAV
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es linear, de 4.7 kilobases (Kb), contiene dos secuencias
palindrémicas invertidas en su region terminal (ITR, por
sus siglas en inglés) flanqueando dos genes: el gen Rep,
el cual codifica las enzimas necesarias para la replicacion,
la actividad endonucleasa y la actividad ATPasay el gen
Cap, que produce las tres proteinas de la capside viral.
Estas proteinas en la capside viral diferencian los seroti-
pos de AAV y les confieren diversos tropismos tisulares*
1213 Hasta ahora se han descubierto 12 serotipos de AAV
humanos (AAV1-AAV12)y 100 de primates no humanos,
cada uno de ellos con un tropismo celular caracteristico*
4 (Tabla 1).

El ciclo de vida de los AAV tiene dos etapas: litica y
lisogénica. Una infeccién productiva (ciclo litico) por AAV
solo puede ocurrir en presencia de un virus adyuvante,
ya sea un adenovirus o herpesvirus; en esta etapa ocurre
replicacion activa, expresion de genes virales y produccion
de viriones. En ausencia del virus adyuvante el AAV en-
trara a ciclo lisogénico, en el cual se limita la replicacion
y la expresion de genes virales; en este ciclo el genoma
de los AAV puede integrarse de manera especifica al
cromosoma 19 en la regién q13.4, estableciendo latencia
hasta que se produzca una infeccién por adenovirus o
herpesvirus, en cuyo caso el AAV entrard a ciclo litico. La
integracion especifica del genoma viral al cromosoma 19
depende de proteinas codificadas por el gen Rep. Para
evitar el riesgo de mutagénesis insercional, y debido al
tamano de la secuencia, cuando se disefia un vector viral
utilizando AAV se reemplazan los genes Repy Cap por
el gen de interés conservando solo las regiones ITR, las
cuales son fundamentales para la replicacion del material
genético*.

Respuesta inmune contra los virus
adenoasociados

A pesar de que la infecciéon por AAV ha sido detectada
en diversos tejidos, tanto en animales como en huma-
nos, hasta el momento no se han asociado con ninguna
patologia™. Los AAV se encuentran libremente en la na-
turaleza, por lo cual los humanos y los modelos animales
de experimentacion utilizados en investigacion biomédica
pueden haber tenido exposicidn previa a algunos de los
serotipos de AAV y por tanto generar respuesta inmune
celular y humoral'® 7. A nivel inmunoldgico, la capside
del vector AAV es una réplica del virion encontrado en la
naturaleza por lo que la administracion del vector genera
la activacion de la respuesta inmune frente a proteinas de
la capside del virus tanto en los pacientes previamente
expuestos a los AAV como en aquellos sin exposicion
previa* 7. La presencia de respuesta inmune contra la
cépside impide el acoplamiento y entrada del material
genético a las células de interés, por esta razén es una
de las principales barreras, tanto para el tratamiento
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TABLA 1.— Tropismo celular caracteristico de los principales serotipos de virus adenoasociados humanos

bl

Serotipo/ Sistema Musculo Retina Pancreas Célula lisa Higado RiAén Corazén Pulmén
Tropismo nervioso esquelético  del epitelio

central vascular
AAVA X* X X X X
AAV2 X* X X X X
AAV3 X X
AAV4 X* X
AAV5 X* X X X
AAV6 X X X
AAV7 X* X X
AAV8 X* X X X X X
AAV9 X* X X X X X X

AAV: Virus adenoasociado

*Hasta el momento el AAV9 es el unico serotipo presente en la naturaleza que ha demostrado atravesar la barrera hematoencefdlica

inicial como para a readministracion del vector'®. No
obstante la similaridad de la capside entre los vectores
y los AAV presentes en la naturaleza, la administracion
del vector difiere de la infeccion natural en tres aspectos:
la introduccién de un numero mayor de particulas virales
al organismo, la ruta de la administracion (la exposicion
natural a AAV usualmente se lleva a cabo por via aérea)
y, por ultimo, la no replicacién activa del AAV dada a la
ausencia de adyuvante, lo cual disminuye la respuesta
inmune generada'®.

La primera linea de respuesta que desencadena la in-
feccion por AAV es mediada por el sistema inmune innato.
El sistema inmune innato reconoce secuencias evolutiva-
mente conservadas ajenas al huésped (PAMPs por sus
siglas en inglés, pathogen-associated molecular pattern)
mediante receptores de reconocimiento de patégenos,
generando un aumento en secrecion de citoquinas y qui-
moquinas y un aumento de moléculas coestimulatorias,
induciendo o modulando el sistema inmune adaptativo.
Los PAMPs presentes en los AAV son reconocidos por los
Toll-like receptorstipos 2 y 9 generando respuesta inmune
mediada por el factor nuclear Kappa Betay secrecion de
interferdn tipo |, respectivamente’”.

La infeccion por AAV también genera respuesta
adaptativa celular mediada principalmente por linfocitos
T-CD8*'°. Estudios de monitoreo de reactividad de células
T hacia la capside del AAV2 muestran que alrededor de
dos tercios de adultos mayores de 25 afos presentan
células T que responden a péptidos de la capside del
AAV2; de la misma manera, se han reportado frecuencias

de 30% de células T reactivas contra epitopes de AAV1
en poblacion sana? 2!, Debido a que los vectores AAV
son no replicativos, se asume que la capside permanece
inmunoldgicamente detectable en una célula por un pe-
riodo definido del tiempo, que varia de semanas a meses
segun el tejido diana, alterando la respuesta celular®.
Se ha descrito que, la infusidn de un vector derivado del
serotipo AAV2 en hepatocitos provoca una expansion
clonal de linfocitos T-CD8* especificos para la capside del
virus'®. A pesar de este conocimiento, las implicaciones y
mecanismos de esta respuesta inmune aun no estan del
todo dilucidados, y, por lo tanto, son necesarios mayores
estudios sobre la naturaleza y potencia de la respuesta
celular, tanto en infeccién natural, como en el contexto
de terapia génica?'.

A pesar de que los vectores derivados de AAV pueden
generar una respuesta celular, el principal obstaculo para
la implementacion de terapia génica con vectores AAV
es la generacion de inmunidad humoral®?. La induccion
de anticuerpos por exposicion natural a AAV y la repetida
exposicidn a vectores virales en pacientes previamente
seronegativos provocan una respuesta humoral potente
que compromete la transduccion del vector y su persis-
tencia disminuyendo la expresion del transgen?® 24,

La exposicién natural a AAV resulta en la produccion de
anticuerpos tipo IgG, en especial de la subclase 1IgG12527.
Esta respuesta humoral inmune puede ser de dos tipos:
neutralizante o no neutralizante. Los anticuerpos neutrali-
zantes (NAbs por sus siglas en inglés) reconocen epitopes
en la capside del virién inhibiendo la transduccion del AAV
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a las células diana. Por otra parte, los anticuerpos no
neutralizantes se unen al virus, marcandolo sin bloquear
la transduccion celular'®24, Los primeros ensayos clinicos
que buscaban la transduccién hepatica de vectores AAV
en pacientes con hemofilia B demostraron que los NAbs
son el principal factor a superar para el establecimiento y
mantenimiento de la terapia'®. Se ha descrito que titulos
relativamente bajos, de hasta 1:17, neutralizan por com-
pleto grandes dosis de vector, por lo cual no hay deteccién
de la expresion del gen?. Estudios posteriores sugieren
que titulos incluso mas bajos (1:5-1:10) pueden impedir
la transduccion completa del vector en el rgano diana 'y
alterar su biodisponibilidad, aumentando la transduccién
en bazo y nédulos linfaticos?”2°. Esta inhibiciéon por NAbs
también es dependiente de la via de administracion: la
administracion del vector por via intratecal, o directamen-
te en 0jo 0 musculo parece ser menos susceptible a la
accion de los NAbs®. Debido al efecto de los NAbs en la
respuesta terapéutica deseada al infectar con el transgen,
pacientes con titulos positivos de anticuerpos (incluso
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tan bajos como 1:2) son inmediatamente excluidos de
la mayoria de los ensayos clinicos con vectores AAV3'.

Resulta interesante que las respuestas humoral y
celular a la infeccion con vectores AAV parecen no estar
acopladas; sujetos positivos para anticuerpos contra AAV
no presentan reactividad celular contra la capside y, de
igual manera, pacientes con reactividad celular tienen
menores titulos de anticuerpos contra vectores AAV. Esto
sugiere que, posterior a la exposicion al AAV, ciertos indi-
viduos favorecen una respuesta Th1 al antigeno, mientras
otros desarrollan una respuesta Th22°, Un resumen de la
respuesta inmune frente a la infeccion con AAV puede
encontrarse en la Figura 1.

Estrategias para determinar los
niveles de NAbs

Una adecuada identificacién no solo de la presencia de
NADbs, sino de los titulos y actividad de los NAbs, es de
vital importancia en las primeras fases de los ensayos

Fig. 1.— Respuesta inmune in vivo frente a la infeccién contra virus adenoasociados
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Los virus adenoasociados pueden generar respuesta del sistema inmune innato por
medio del reconocimiento de PAMPS por los TLR presentes en células presentadoras
de antigenos, como las células dendriticas, liberando citoquinas proinflamatorias.
Las células presentadoras de antigeno son capaces de activar la respuesta de los
linfocitos T cooperadores (Th) que a su vez colaboran con la activaciéon de los lin-
focitos T citotdxicos. Los linfocitos T citotoxicos también pueden ser activados por
la presentaciéon de antigenos de algunas lineas celulares, como los hepatocitos. La
respuesta inmune humoral comprende el reconocimiento de los antigenos de la cap-
side del virus por medio del linfocito virgen, que expresa la proteina unida al complejo
mayor de histocompatibilidad para activar los linfocitos Th. El linfocito Th promueve
la maduracion de los linfocitos B a plasmocitos, los cuales liberan anticuerpos, y la
formacion de linfocitos B de memoria. Luego de la infeccidn inicial, los anticuerpos
remanentes en el plasma pueden ser de dos clases, neutralizantes (azul) que evitan
la entrada del virus a la célula y no neutralizantes (verdes) los cuales solo marcan el

virus, sin impedir su transduccion

PAMP: pathogen-associated molecular patterns, TLR: toll-like receptor
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clinicos con vectores AAV. Actualmente, se han des-
crito tres estrategias para determinarlos: el ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), la deteccion
de NAbs in vitro y finalmente la deteccién in vivo's. En
general, todas las técnicas utilizan suero como sustrato
para la determinacion debido a su facilidad de obtencion y
a que es altamente indicativo del estado humoral inmune
del paciente, sin embargo, otros sustratos como tejidos
o liquido sinovial pueden ser utilizados para la caracteri-
zacion de los NAbs®. La Tabla 2 presenta las ventajas y
desventajas de cada técnica.

ELISA

La técnica de ELISA fue la primera empleada para el
estudio de anticuerpos contra AAV, y fue ampliamente
utilizada en los primeros reportes generados en la dé-
cada de los "70. Para el estudio de anticuerpos contra
AAV se utiliza la variante técnica denominada ELISA
indirecto, la cual emplea un sistema de deteccion de
doble anticuerpo, con los antigenos de interés fijados en
la superficie, un anticuerpo primario que en este caso
corresponde al anticuerpo a evaluar y un anticuerpo
secundario que revela la presencia de los complejos
antigeno-anticuerpo?®. La reduccién la sefial de luminis-
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cencia o fluorescencia dada por el anticuerpo secundario
es la que determina la seropositividad, pues se toma
como titulo positivo la primera dilucion en la cual se logra
una reduccioén de la sefial en un 50% comparado con la
sefal emitida en el control.

Determinacion de NAbs in vitro

La técnica utiliza diluciones seriadas del suero del pacien-
te que son mezclados con un numero fijo de vectores AAV
que expresan el gen reportero. Las mezclas resultantes
son incubadas con una linea celular permisiva. Posterior
a la incubacion se mide la eficacia de la transduccion
viral de acuerdo al nivel de expresién del gen reportero
utilizado. El titulo de anticuerpos es reportado como la
dilucidon mas alta que inhibe la expresion del 50% del gen
reportero con relacion al control positivo'6:24:32,

Varios estudios han utilizado esta técnica, no solo
para evaluar la presencia previa de NAbs en posibles
candidatos a terapias sino también para evaluar posibi-
lidad de reinyeccién en pacientes donde sea necesario
administrar una nueva dosis de virus. Entre estos estudios
se encuentran la mayoria de ensayos para terapia génica
contra la hemofilia y mas recientemente el estudio Cupid-2
en pacientes con falla cardiaca® 3'.

TABLA 2.— Descripcion general, ventajas y desventajas de las técnicas utilizadas para la determinacion de anticuerpos
contra los virus adenoasociados

Técnicas
Nombre ELISA NAb In vitro NAb In vivo
Descripcion — Incubacién de suero con — Mezcla de diluciones — Inyeccion de diluciones
extractos purificados de seriadas de suero + de suero problema y
cépside de AAV, lavado AAV con gen reportero. AAV con gen reportero en
e incubacién con Se incuba la mezcla con ratén. Control positivo:
anticuerpo revelador linea celular de eleccion. aton inyectado solo con
Control positivo: pozo AAV y gen reportero
incubado solo con AAV
con gen reportero
Ventajas — Econdmico — Mejor correlaciéon con — Mayor sensibilidad

— Facil de realizar

— Caracterizacion del tipo -

de inmunoglobulinas

Desventajas -
neutralizante

No indica actividad -

Evaluacion de otras vias
de neutralizacion

transduccion in vivo -
Mayor facilidad y menor

costo que pruebas in vivo

Patron de oro

No evalua otras vias de -
neutralizacion -
Diferencias en protocolo -
entre investigadores

Costoso

Técnicamente complicado
Menor correlacion con
transduccion in vivo del
vector

— Limitaciones éticas

NAb: anticuerpo neutralizante, AAV: virus adenoasociados
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Determinacion de NAbs in vivo

Debido a que el ensayo in vitro no evalua la neutralizacion
por fagocitosis celular dependiente de anticuerpos y otros
componentes sanguineos y puede presentar problemas
de reproducibilidad, algunos investigadores han desa-
rrollado el ensayo de deteccién in vivo para evaluar la
respuesta inmune y la actividad de los anticuerpos en un
modelo animal® 24,

La técnica consiste en inyectar varios ratones, cada
uno con una mezcla de diferentes diluciones del suero pro-
blema de manera posterior o simultanea a una infusion de
AAV que expresa un gen reportero y se mide la actividad
del gen reportero 3, El titulo de NAbs es definido como
la dilucion en la cual se redujo la expresién del transgen
un 50% comparado con un ratén control inyectado sélo
con el vector®,

Prevalencia de anticuerpos neutralizantes en
la poblacién

Los primeros estudios para determinar la prevalencia de
anticuerpos contra los AAV fueron realizados por Blacklow
en 1968 %, A partir de los primeros ensayos clinicos uti-
lizando vectores derivados de AAV, se realizaron estudios
de prevalencia de NAbs en poblacién sanay en pacientes
con enfermedades especificas? (Tabla 3). Los serotipos
mas comunes en investigacion basica, preclinica y clinica
sonlos AAV1,2,3,4,5,6,7,8y9Yy, porende, los estudios
poblacionales se han centrado en ellos.

Estudios poblacionales en EE.UU. y paises de Asia,
Africa, Oceania y Europa han comunicado diferencias
entre las prevalencias de NAbs segun el serotipo eva-
luado y la poblacion estudiada (Tabla 3). La prevalencia
de NAbs en poblacién sana, independiente del serotipo,
es generalmente mayor en paises en via de desarrollo
que en paises desarrollados, con excepcion de Francia,
donde se reporta una alta prevalencia contra AAV1y de
Holanda, donde un estudio report6 un gran porcentaje de
seropositividad contra los serotipos AAV1, AAV6, AAV7
y AAV82" 2736 | os factores que pueden explicar este
fendmeno incluyen variaciones en condiciones socioeco-
némicas, de vivienda, densidad poblacional, condiciones
higiénicas y acceso a salud entre las poblaciones de los
paises y regiones y la diferencia en metodologia, previa-
mente expuesta, en el ensayo in vitro?*. Cabe anotar que
hasta el momento solo se tienen datos de prevalencia
de NAbs en poblacion latinoamericana procedentes de
un unico estudio en poblacién brasilefia que empled la
técnica de ELISA?. El proyecto ANVIAS, actualmente en
curso, busca establecer la prevalencia para tres serotipos
de AAV en individuos sanos y pacientes con falla cardiaca
colombianos, por lo cual pronto se tendran datos pobla-
cionales de la region®.
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Varios estudios han encontrado diferencias significati-
vas entre diferentes grupos etarios sin importar el serotipo
evaluado? 23 34 35,39, 40, 43,46 | os titulos de anticuerpos
aumentan con la edad y describen el siguiente compor-
tamiento: desde el nacimiento hasta aproximadamente 6
meses los titulos se mantienen altos debido a la inmuni-
dad pasiva materna, y luego disminuyen hacia los 7-11
meses de edad. Posterior a la maduracion del sistema
inmune, en el primer afio de vida, los titulos comienzan
a aumentar, coincidiendo con un aumento de exposicion
a los AAV presentes en la naturaleza?.

Existe evidencia conflictiva sobre si hay o no diferencia
en la prevalencia de NAbs de acuerdo al sexo. Algunos
estudios han descrito prevalencias significativamente
mayores de titulos de NAbs contra AAV1 en mujeres
comparado con hombres®, mientras que en otros no se
ha encontrado diferencia significativa en las prevalencias
o titulos entre hombres y mujeress®® 4245,

Con respecto a la especificidad de la respuesta inmune
humoral a la infeccidon con AAV, se ha descrito una fuerte
relacion en la seropositividad entre diferentes serotipos
de AAV. La gran mayoria de sueros (50-100%) presentan
seropositividad frente a dos 0 mas serotipos?® 27 41,42, 45,46,
Esta reactividad cruzada puede deberse a exposicion a
los diversos serotipos presentes en la naturaleza o bien
a reactividad cruzada entre anticuerpos contra solo un
serotipo, debido a la homologia entre las proteinas de
las capsides* #. Estudios longitudinales recientes con
chimpancés parecen favorecer la segunda hipétesis, pues
se ha encontrado que la infeccion por solo un serotipo
de AAV induce anticuerpos neutralizantes capaces de
neutralizar multiples serotipos diferentes®.

Estrategias para burlar la presencia de
NAbs en la aplicacion de terapia génica con
vectores adenoasociados

Debido al alto porcentaje de individuos seropositivos y
la presencia de reactividad cruzada, se han desarrollado
diversas estrategias para la administracion de vectores
AAV a pacientes con titulos positivos de NAbs. La primera
estrategia es la plasmaféresis, en la cual se remueve la
sangre y se la separa en sus componentes. La fraccion
celular se retorna al cuerpo, mientras el plasma es des-
echado y reemplazado por albumina. La plasmaféresis
ha sido utilizada para reducir niveles de NAbs antes de
la administracion del vector, y resulta en una disminucién
de los titulos de 2 a 3 veces por cada sesion de aféresis.
Esta estrategia es especialmente util en pacientes con
bajos niveles de NAbs o pacientes que se seroconvirtie-
ron y requieran readministracion posterior del vector?®24,

Otra estrategia consiste en minimizar contacto del
vector con los NAbs mediante el uso de vias de admi-
nistracion directa en el érgano diana y no en el sistema
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TABLA 3.— Estudios de prevalencia de anticuerpos neutralizantes para diversos serotipos de virus adenoasociados en diferentes poblaciones

Serotipo (% de muestras positivas)

Técnica Titulo  Lugar  AAV1 AAV2 AAV3 AAV4 AAV5  AAV6 AAV7  AAV8  AAV9 AAVi2 BAAV  Edad Poblacion  Ref.
de diana
corte
NAb
n vitro 1:10 EE.UU. 20 40 30 0 - - - - - - - 18-30 afios Sanos 34
40 60 60 0 - - - - - - —  5-10 afios
NAb 1:10 EE.UU. — 36.6 40.5 — — = - - - - - 3 meses- Sanos
in vitro 3 afios Guarderia 35
ELISA/ 1:20 EE.UU. - 32 - - - - - - - - — 18-54 afios Sanos 2
NAb - 32 - - - - - - - - — 18-52 afios Fibrosis
in vitro quistica
ELISA N/A  Alemania - 40 - - - - - - - - —  20-29 afios Sanos 25
Brasil - 60 - - - - - - - - -
Japén - 40 - - - - - - - - -
NAb 1:20 EE.UU. - 22 - - - - - - - - — 16-44 afios Fibrosis 38
in vitro quistica
NAb 1:20 EE.UU. - 30 - - 14 30 - - - - —  18-47 afios Sano 23
in vitro - 12.4 - - 6.7 9 - - - - - 0-17 afos Fibrosis
quistica
- 275 - - 20 22 - - - - - 18-47 afios
NAb 1:20 EE.UU. 20 28 - - - - 12 14 - - - NI NI 36
n vitro
Australia 30 35 - - - - 29 27 - - -
Europa 27 35 - - - - 25 22 - - -
Africa 43 56 - - - - 31 31 - - -
ELISA/  1:3,1 EE. UU. - 37.5 - - - - - - - - — 18-77 afios Sanos 26
NAb
in vitro
ELISA/ 1:20 Francia  50.5 59 - - 3.2 37 - 19 33.5 - —  25-64 afos Sanos 27
NAb
in vitro 1:20 EE.UU - 22 - - - - - 15 - - = 0-18 afos Sanos 39
NAb i
n vitro
NAb 1:100 Holanda 79 50 - 31 77 67 - 94 - - - 20-69 afios Sanos 40
in vitro 63 50 - 44 53 85 - 70 - - — 16-84 afos Ell: Crohn
y CU
NAb 1:2 EE. UU. - 43.6 - - 25.8 - - 225 - - - 9 meses- Hemofilia 41
in vitro 7 anos
ELISA/ 1:2 Francia 59 - - - - - - - - - - NI Sanos 21
NAb
in vitro
NAb 1:10 China 69.8 - - - - - - - - — <18-56 afios Sanos 42
in vitro
NAb 1:14 Japén 36.5 353 - - 37.6 - - 32.9 32.9 - — 12->52 afios Sanos 43
in vitro 39.7 28.8 - - 35.6 - - 32.9 27.4 - - Hemofilia
NAb 1:5 Italia - - - - - - - 14 - - - 5-25 afios MPS IV: 44
in vitro Morquio
Holanda - - - - - - - 27 - - -
Turquia - - - - - - - 67 - - -
NAb 1:10 China - 96.6 - - 40.2 - - 82 - - — <18-56 afios Sanos 42
in vitro - - - - 37 - - - - - - 5-64 anos HIV +
NAb 1:2 Bélgica 62 - - - - - - - - - — 18-80 afios Falla 31
in vitro cardiaca
Suecia 48 - - - - - - - - - -
Holanda 73 = - - - - - = - = =

Reino Unido 65 - - - - - - - - - -
Alemania 64 - - - - - - - — — —

Hungria 79 - - - - - - - - - -
Polonia 79 - - - - - - - - - -
Israel 75 - - - - - - - - - -
Dinamarca 59 - - - - - - - - - -
EE. UU. 32-67 - - - - - - - - - -
NAb 1:20 China - 92 89 - - - - 69 - - — 18-< 51 afios Sanos 45
in vitro
NAb 1:20 EE. UU. - 20 - - - - - 22 24 - - 2-31 afhos Acidemia 46
in vitro metila-
NAb 1:25 EE. UU. — 17 — 4 4 = = - = 0 15 17-72 afios Sanos 47
in vitro - 24 - 8 15 - - - - 3 24  24-76 anos Sjogren
NAb 1:16  EE. UU. - - - - - - - - 17 - - NI Sanos 48
in vitro

AAV: virus adenoasociado; NAb: anticuerpo neutralizante; NI: no informacion; Ell: enfermedad inflamatoria intestinal; CU: colitis ulcerativa; EC: enfermedad de Crohn;
MPS: mucopolisacaridosis
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circulatorio. De esta manera se limita la exposicion a NAbs
circulantes en plasma, se limita la accion solo al tejido
deseado y también se limita la dosis necesaria del vec-
tor, reduciendo asi su inmunogenicidad. Esta tactica ha
sido altamente efectiva utilizando vias de administracion
muscular, intratecal y ocular?® 4750,

También se ha propuesto la inmunosupresion como
un mecanismo para reducir la produccion de anticuerpos
neutralizantes mediante deplecidon farmacolégica de
células B, sin embargo, esta estrategia ha presentado
resultados mixtos en modelos animales? 3!,

Finalmente, se ha propuesto el disefio de cépsides
especificas con una combinacion de epitopes que no sea
reconocida por los anticuerpos. Estas capsides pueden
ser disefiadas segun los anticuerpos presentes en los
pacientes (terapia personalizada) o para uso como terapia
en la poblacion general. Este disefio se basa en la utiliza-
cién de librerias creadas por PCR prona errory generar
vectores que no solo escapen a la neutralizacion mediada
por anticuerpos sino también con tropismo para el tejido
de interés. Por el momento la estrategia ha tenido buenos
resultados en estudios in vivo con modelos murinos®2.

A pesar de estos resultados prometedores en modelos
animales, ninguna de estas estrategias ha sido aplicada
en los estudios clinicos para hemofilia, atrofia muscular
espinal o amaurosis congénita de Leber, razén por la cual
es importante continuar el estudio de estrategias para dis-
minuir la respuesta inmune y que mas pacientes puedan
beneficiarse de la terapia génica basada en AAV® & 11,

En conclusion, los AAV cuentan con un amplio poten-
cial para su uso como vector en terapia génica. El principal
obstaculo para la implementacién de una terapia con
AAV esta en la presencia de inmunidad humoral contra
las capsides del vector, cuya prevalencia cambia segun
la edad, localizacion geogréfica, y estado inmunolégico.
Se requieren mas estudios poblacionales que midan
mas de un serotipo y evallen diferencias entre variables
socioecondémicas y clinicas para establecer posibles fac-
tores que se asocien a un incremento de la prevalencia
AAV y puedan actuar como factores de riesgo en futuros
estudios. De igual manera es recomendable tener un
protocolo de deteccion de anticuerpos neutralizantes
in vitro estandarizado con la misma linea celular, gen
reportero, titulo de corte para seropositividad y estan-
dares definidos. También es necesario iniciar estudios
para evaluar la presencia de inmunidad celular previa,
especialmente en pacientes con titulos negativos de
anticuerpos neutralizantes.
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