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Resumen

Las distrofias hereditarias de la retina son un
conjunto de condiciones visuales que llevan pro-
gresivamente a la baja vision y/o a la ceguera. Se
conocen actualmente mas de 390 genes diferen-
tes implicados como causa en estas distrofias. La
amaurosis congénita de Leber se presenta de forma
congénita o antes del primer afio de vida y es una
de las distrofias de retina de inicio temprano mas
severas. La amaurosis congénita de Leber y/o reti-
nosis pigmentaria tipo 20 por variantes bialélicas
patogénicas en el gen RPE65 es por ahora la unica
distrofia que tiene tratamiento génico aprobado
por diferentes agencias regulatorias internaciona-
les, incluyendo la Argentina desde 2021 (autoriza-
da por la ANMAT). En la actualidad se encuentran
en desarrollo protocolos de nuevas terapias géni-
cas para otras anomalias como la enfermedad de
Stargardt, el sindrome de Usher tipo IB, la retino-
sis pigmentaria por mutaciones en el gen RPGR, la
coroideremia y muchas mas. En el presente trabajo
ser revisaran los conceptos actuales de esta enfer-
medad y su terapia génica.

Palabras clave: amaurosis congénita de Leber, dis-
trofias hereditarias de retina, gen RPE65, terapia
génica.
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Review on approved gene therapy and
visual recovery in Leber congenital
amaurosis due to mutation in the RPE65
gene

Abstract

Hereditary retinal dystrophies (HRDs) are a group
of visual conditions that progressively lead to low
vision and/or blindness. More than 390 different
genes are currently known to be involved as a
cause in HRDs. Leber congenital amaurosis (LCA)
presents congenitally or before the first year of life
and is one of the most severe early-onset retinal
dystrophies. Leber’s congenital amaurosis and/
or retinitis pigmentosa type 20 due to pathogenic
bi-allelic variants in the RPE65 gene is so far the
only dystrophy that has gene treatment approved
by different international regulatory agencies, in-
cluding Argentina (through ANMAT) since 2021.
New gene therapy protocols are currently under
development for other diseases such as Stargardt’s
disease, Usher syndrome type IB, retinitis pigmen-
tosa due to mutations in the RPGR gene, choroi-
deremia and many others. In the present work we
will review the current concepts of this disease and
its gene therapy.

Keywords: Leber congenital amaurosis, Hered-
itary retinal dystrophies, all transretinal, gene
RPEG65, gene therapy.

Revisao sobre terapia génica aprovada

e recuperacao visual na amaurose
congénita de Leber devido a mutagao no
gene RPE65

Resumo

As distrofias retinianas hereditarias sdo um conjun-
to de condigdes visuais que levam progressivamen-
te a baixa visdo e/ou cegueira. Atualmente, sabe-se
que mais de 390 genes diferentes estido envolvidos
nessas distrofias. A amaurose congénita de Leber
ocorre congenitamente ou antes do primeiro ano de
vida e é uma das distrofias retinianas de inicio pre-
coce mais graves. A amaurose congénita de Leber
e/ou retinite pigmentosa tipo 20 devido a variantes
bialélicas patogénicas no gene RPE65 ¢ atualmente

a Unica distrofia que tem um tratamento genético
aprovado por diferentes agéncias reguladoras inter-
nacionais, incluindo a Argentina desde 2021 (auto-
rizado pela ANMAT). Atualmente, novos protocolos
de terapia genética estdo sendo desenvolvidos para
outras anomalias, como doenga de Stargardt, sin-
drome de Usher tipo IB, retinite pigmentosa devido
a mutagdes no gene RPGR, coroideremia e muito
mais. No presente trabalho serdo revistos os concei-
tos atuais desta doenga e sua terapia genética.
Palavras-chave: amaurose congénita de Le-
ber, ACL, distrofias retinianas hereditarias, gene
RPEG65, terapia génica..

Introduccion

Las distrofias hereditarias de la retina (DHR)
son un conjunto de condiciones visuales que
conducen progresivamente a la baja visién y/o
ala ceguera. Son la primera causa de ceguera en
la poblacién entre 15 y 45 afios, provocando un
enorme impacto en la inclusion escolar, laboral
y en la calidad de vida de las personas que las
padecen y sus familias, asi como en los sistemas
de escolares, y de salud'. En conjunto tienen una
prevalencia de 1: 2000 a 1:3000 y 1:4000*°. Por lo
tanto, son enfermedades poco frecuentes (EPOF)
en los términos de la ley 26.689 (Ley de protec-
cion de las personas con EPOF de Argentina,
debido a que cada una tiene una prevalencia
poblacional menor a 1:2000).

Se conocen actualmente mas de 390 genes
diferentes implicados cuyo fallo causa distrofia
hereditaria retinal>*, entre los que las variantes
en RPE65 producen retinosis pigmentaria (RP)
(RP20, OMIM # 613794) y amaurosis congé-
nita de Leber ACL/DRSOT (LCA2, OMIM #
204100)°7.La historia natural de las distrofias
hereditarias por RPE65 es variable con tipico
origen temprano®®.

Se calcula en el mundo unas 2,5 millones de
personas afectadas por DHR, donde la retino-
sis pigmentaria es la mas comun (1:4000) mien-
tras que la incidencia de amaurosis varia de
2-3:100.000 a 1:81.000".

Se caracterizan por la heterogeneidad de sus
causas genéticas y presentacion fenotipica'?
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Esta patologia puede producirse por varian-
tes patogénicas en 25 genes conocidos hasta
el momento' y la prevalencia de variantes en
RPEG65 dentro de los distintos tipos de amauro-
sis de Leber se estima entre el 5% y el 6% >,

Segun la edad de presentacion, la velocidad
de progresion y el fenotipo clinico la amauro-
sis congénita de Leber se encuentra entre las
mas severas ya que la pérdida visual comienza
en el nacimiento o en la infancia temprana.
Felizmente, en la actualidad existe una opciéon
para su manejo terapéutico mediante terapia
génica que ha sido aprobada por entidad regu-
latoria de Estados Unidos (FDA) en 20173, Por
lo mencionado anteriormente, considerando la
actualidad y relevancia del tema, el propdsito del
presente trabajo es revisar los conceptos basi-
cos para establecer el diagndstico de la amau-
rosis congénita de Leber por afectacion del gen
RPEG65 y sus distintos tipos de mutaciones, con-
siderando la relevancia de poder conocer que la
terapia génica es factible y debe considerarse en
los casos adecuados.

Desarrollo

La amaurosis congénita de Leber (ACL) es
una alteracion primaria de los fotorreceptores
que se presenta de forma congénita o antes del
primer ano de vida. Fue descrita en 1869 por el
oftalmélogo aleman Theodor Karl Gustav von
Leber (1840-1917), quien describid esta pato-
logia cuando observé en una escuela de nifios
no videntes que el 25% de ellos era de hijos de
padres consanguineos'. La ACL es una enfer-
medad extraordinariamente heterogénea tanto
clinica como genéticamente. Esta caracteristica
fue observada por Waardenburg en 1963 cuando
describi6 el caso de hijos sanos nacidos de pare-
jas donde ambos padecian la enfermedad®.

Hasta la fecha, se han descrito mutaciones
que causan ACL en los genes que codifican para
proteinas retinales especificas. Tales genes son:
GUCY2D, CEP290, RPGRIP1, RDH12, SPATA7,
AIPL1, RD3, CRBI, CRX, IMPDHI, IQCBI,
KCNJ13, LCA5, NMNAT1, TULP1, RPE65,
LRAT, GDF6, USP45.
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La amaurosis congénita de Leber, la distrofia
retinal severa de origen temprano y/o retinosis
pigmentaria tipo 20 por variantes bialélicas pato-
génicas en el gen RPE65 son distrofias heredita-
rias de la retina muy poco frecuentes.

Se presenta tipicamente desde el nacimiento
hasta los primeros cinco afios de vida'® %16 con
un comportamiento visual alterado, una agudeza
visual variable y un severo déficit de la retina
periférica que se traduce en nictalopia y nistag-
mus’, con una autofluorescencia de fundus no
detectable a 488 nm pero con un fondo de ojo
con anatomia conservada (solamente ligero afi-
namiento vascular). El electrorretinograma esta
abolido o es residual en respuesta al flicker de 30
Hz? en pacientes que presentan errores refractivos
midpicos o hipermétropes’ y en la mayoria de los
cuales se puede observar el signo digito-ocular
de Franceschetti. La vision es relativamente esta-
ble durante la primera década de la vida y se va
reduciendo durante la segunda década hasta la
ceguera legal (20/200 o campo visual de menos de
20°). Cincuenta por ciento de los pacientes estan
legalmente ciegos en la cuarta década y a partir
de alli muchos llegan a perder también la percep-
cion de la luz. Segiin Chung y colaboradores, la
agudeza visual en nifios de 4 a 10 aflos se presenta
alrededor de 20/126 (3/10)'"* en la serie de casos
mas grande reportada, aunque algunos fenotipos
pueden tener una evoluciéon mas benigna proba-
blemente por efecto de variantes hipomorfas'®
202 TLa mayoria de los casos responde a herencia
autosémico recesiva aunque existe bibliografia
que informa herencia autosémico dominante en
una pequefa proporcion de casos*> .

Hasta enero de 2024, los autores de este tra-
bajo llevaban diagnosticados 17 pacientes en la
Argentina, de los cuales fueron tratados 2: una
mujer de 52 afios de edad y un adolescente de 13
afos entre 2022 y 2023. También, en el mes de
enero de 2024 trataron al paciente mds pequefo
de 4 afios de edad con muy buena respuesta.

Diagnoastico genético

Enlos seres humanos el gen RPE65 se ubica en
el cromosoma 1 (1p31) y se expande por aproxi-
madamente 20 KB*.El gen incluye 14 exones que
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codifican para una enzima isomerasa especifica
del epitelio pigmentario retinal (EPR) de 65 kDa’
denominada isomerohidrolasa retinoide RPE65.
La proteina tiene 533 aminodcidos® y es altamente
conservada en la escala animal. Se expresa en
concentraciones altas sdlo en el EPR.

Hay dos formas de RPE65: una forma princi-
pal unida a membrana (mRPE65) palmitoilada y
otra forma soluble (sRPE65)°. La proteina RPE65
estd involucrada en el ciclo visual. Cuando la luz
alcanza los pigmentos fotosensibles en la retina,
convierte el 11-cis-retinal en all-trans-retinal.
RPE65 codifica para una isomerasa que recicla
el éster de all-trans-retinil éster en 11-cis-reti-
nol, listo para un nuevo evento de fotoisomeri-
zacion. La ausencia de proteina RPE65 provoca
una disminucion en los niveles de 11-cis-retinol
y la acumulacién de ésteres de retinilo que son
dafinos para el EPR, y conduce a bajos niveles
de rodopsina (en los bastones) que es necesaria
para la fototransduccion® .

Las mutaciones en el gen RPE65 alteran el ciclo
visual reduciendo la concentracion de la proteina
RPEG65 que es crucial para la conversion de laluz
en una sefal eléctrica®®. Esto produce la conse-
cuente pérdida de los fotorreceptores y la decli-
nacion visual irreversible''.

El proceso patoldgico en pacientes con muta-
ciones bialélicas en RPE65 conduce a la acumula-
cion de un precursor toxico que termina dafiando
a los fotorreceptores y células del EPR presen-
tando el sintoma caracteristico de la ceguera
nocturnay la pérdida de la vision periférica. Los
conos son finalmente afectados disminuyendo la
agudeza visual y la percepcion del color®.

En la mayoria de los casos, el diagndstico
genético se realizard mediante el estudio de un
panel multigénico que permita analizar todas las
regiones codificantes de los genes implicados en
distrofias hereditarias de la retina, que incluya a
RPEG65 vy las regiones flanqueantes exdn/intrén
para detectar variantes que afecten el proceso de
“splicing”. Se pueden utilizar estudios mas abar-
cativos (exoma o genoma) cuando la clinica no
sea suficientemente indicativa del tipo de pato-
logia que presenta el paciente. Se debe realizar
el analisis de secuencia, filtrado de deleciones y

duplicaciones, y es necesario demostrar cosegre-
gacion para determinar bialelicidad.

El diagnéstico genético se determina en los
afectados de ACL RPE65/DRSOT al encon-
trar variantes patogénicas bialélicas en RPE65
mediante test moleculares. Sélo los pacientes con
variantes bialélicas en RPE65% y células fotorre-
ceptoras viables (con resto visual) son elegibles
para la terapia génica. Considerando que se trata
de un procedimiento que involucra vitrectomia
bilateral seguido de la inyeccién subretinal® con
los riesgos de tal procedimiento, es importante
establecer con precision si las mutaciones son
bialélicas y su patogenicidad de acuerdo con la
normativa del ACMG (2015)*, que introdujo las
directrices para clasificar las variantes en cinco
categorias: benigna, probablemente benigna,
variante de significado incierto, probablemente
patogénica y patogénica, explicando el proceso
de categorizacién y asignacion de patogenicidad
en base a evidencia confiable (poblacional, com-
putacional, funcional y segregacional).

Terapia génica

Hasta hace poco tiempo no contdbamos con
terapias disponibles para reducir el impacto que
las distrofias hereditarias de la retina producen
en los afectados y sus familias, con excepcion del
soporte con suplementos dietarios y filtros para
evitar el dafio luminico por las longitudes de onda
corta en retinas deterioradas por el proceso qui-
mico subyacente a las distrofias hereditarias. Este
soporte no evita el progreso de la patologia degene-
rativa ni detiene la pérdida visual, aunque permite
hacer mas lentos los procesos degenerativos. El
enfoque se dirigia especialmente al seguimiento
clinico, educacién y asesoramiento del paciente y
su familia, el entrenamiento en apoyos técnicos®.

Antes de la aprobacion de voretigene nepar-
vovec no habia ninguin tratamiento que pudiera
detener la inexorable pérdida de visién por mal
funcionamiento de RPE65%, generando una
demanda insatisfecha de tratamientos efecti-
vos, como fue claramente expresado en el anexo
publicado por la Asociaciéon Médica Europea en
2019%.
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La terapia génica es una herramienta que pro-
mete la posibilidad de tratamiento en las distro-
fias hereditarias retinales ya que permite intro-
ducir un gen correcto o anular alguno que no
esta funcionando bien, o introducir un gen para
que se produzca una funcién que la célula no
tenia, etc.

La utilizacién de vectores virales adeno-asocia-
dos no produce patogenicidad en seres humanos,
exhiben un minimo nivel de inmunogenicidad,
transducen genes en un rango diverso de células
blanco (especialmente las células posmitdticas
diferenciadas de la retina) y mantienen niveles
sostenidos de expresion transgénica®.

La degeneracion celular en células retinales es
irreversible, por lo tanto la eficacia del vector esta
determinada por la habilidad de alcanzar efecti-
vamente las células blanco y el mayor niamero de
células viables posible para la insercion del gen®.

El objetivo de la terapia en estos pacientes
es restaurar permanentemente la vision, por lo
que el vector elegido debe poder transducir la
expresion de RPE65 a largo plazo sin ninguna
inmunogenicidad. El ojo es un érgano ideal para
terapia génica; la barrera hemato-retinal mini-
miza cualquier inmunogenicidad (que repercuta
negativamente en la expresion transgénica a corto
plazo)®. El pequefo tamafo de la retina también
implica menos farmaco para obtener el efecto
buscado y se dispone de numerosos modelos ani-
males y métodos no invasivos para monitorear al
agente terapéutico introducido®’. Aunque la via
de administracién subretinal se considera inva-
siva, es necesario administrar voretigene nepar-
vovec a través de una inyeccion subretinal, ya que
el epitelio pigmentario de la retina y las células
fotorreceptoras pueden alcanzarse mas efectiva-
mente y con potencialmente menos respuesta
inmunolégica que a través de una inyeccion
intravitrea menos invasiva®.

La administracién subretinal en dosis unicas
de voretigene neparvovec proporcioné mejoras
clinicas y estadisticamente significativas en la
capacidad de desplazarse a niveles de luz mas
bajos (situacion imposible para pacientes con
amaurosis congénita de Leber o con retinosis
pigmentaria por variantes en RPE65) como lo
demuestra el cambio en la puntuacién en MLMT

(Multi luminance mobility testing, i.e. test de mul-
tiluminancia) en comparacion con el grupo de
control, tanto en pacientes pedidtricos como en
adultos al afo del ensayo clinico en fase 3*. Los
efectos clinicos demostrados a través de pun-
tuaciones MLMT mejoradas y pruebas FST son
representativos de la respuesta mejorada de los
fotorreceptores a la percepcion de la luz a dife-
rentes niveles luminicos®. Estos efectos se man-
tienen 4 afos después de la inyeccion’; mas datos
de seguimiento (a través de 15 afios en total) se
seguiran evaluando?®.

La terapia génica con voretigene neparvovec
(Luxturna®) utiliza un vector viral adenoasociado
serotipo 2 (AAV2) que entrega una copia fun-
cional del gen RPE65 en pacientes con reducida
o nula produccién de la proteina 65 kDa, lo que
permite restablecer el ciclo visual dentro de célu-
las viables del EPR mediante una inyeccion subre-
tinal de voretigene neparvovec de dosis inica en
cada ojo*.

Esta terapia es la primera terapia génica que
fue aprobada en Estados Unidos (2017), Unién
Europea (2019), Reino Unido (2019), Brasil
(2020) y Argentina (2021) para tratar pacientes
adultos y niflos de corta edad con distrofias here-
ditarias de la retina determinadas por mutaciones
bialélicas en RPE65. Ya hay importante biblio-
grafia que retine las propiedades farmacoldgicas
de voretigene neparvovec y su perfil de eficacia
y seguridad para pacientes con esta enfermedad,
analizados en la fase III** del ensayo clinico.

El efecto de la terapia se demostro a través de
puntuaciones MLMT mejoradas y pruebas de
umbral de sensibilidad a la luz de campo com-
pleto FST. Los resultados son representativos de
la respuesta mejorada de los fotorreceptores y la
percepcion de la luz a diferentes niveles de luz.

Voretigene neparvovec estd aprobado en
varios paises para el tratamiento de pérdida de
vision en pacientes adultos y pediatricos con dis-
trofias hereditarias de la retina debido a muta-
ciones bialélicas en el gen RPE65 confirmadas
y con células retinales viables®. El tratamiento
es una inyeccidn subretinal de dosis tnica en
cada ojo (1,5 x 1011 genomas vectoriales por
ojo en un volumen total de 0,3 ml) administra-
dos con un intervalo no menor de 6 dias®?*. Se
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recomienda la administraciéon de un corticos-
teroide oral sistémico a una dosis equivalente
a 1 mg/kg/dia de prednisona (maximo 40 mg/
dia) durante 7 dias, comenzando 3 dias antes
de la administracion de voretigene neparvovec
en el primer ojo.

La dosis de corticosteroides debe reducirse
gradualmente durante los 10 dias siguientes; sin
embargo, si la reduccion gradual no se completa
en los 3 dias anteriores a la administracién de
voretigene neparvovec en el segundo ojo, enton-
ces la dosis de inicio de corticosteroides tomara
precedencia.

Voretigene neparvovec no estd recomen-
dado para pacientes menores de 12 meses en
los Estados Unidos*; la seguridad y la eficacia
no se ha establecido para pacientes menores de
4 afios en la Union Europea®, y dado que los
estudios clinicos no incluyeron pacientes de 65
afios y mayores, la seguridad y eficacia de vore-
tigene neparvovec no se conoce en esta pobla-
cidn”’. Pero en los distintos paises se han tratado
pacientes desde 12 meses hasta 65 afios de edad.

Conclusion

Hasta hace poco tiempo no existian terapias
génicas para los pacientes con distrofias here-
ditarias de retina. Actualmente todo paciente
portador de una distrofia retinal deberia ser
secuenciado para poder tener un diagnostico
correcto de la patologia, conocer el gen afectado
y la mutacion para que esté informado y saber si
es candidato o no a las terapias en advenimiento.
En la actualidad se encuentran en desarrollo
protocolos de nuevas terapias para enfermeda-
des como la LCA (otros genes), la enfermedad
de Stargardt, el sindrome de Usher tipo IB, la
retinosis pigmentaria por mutaciones en el gen
RPGR, la coroideremia y muchas mas.

Es importante que los pediatras conozcan
estas patologias y su manejo clinico porque
deberan acompanar a las familias y pacien-
tes en este tipo de tratamientos que estan en
crecimiento.
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