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Resumen

Las enfermedades raras, caracterizadas por su baja
prevalencia y alta complejidad, afectan a millones de
personas globalmente. Los avances en tecnologias como
la secuenciacién masiva mejoran nuestra capacidad de
diagnéstico, aunque el manejo terapéutico sigue sien-
do mayoritariamente sintomdtico o paliativo, con muy
escasos tratamientos curativos aprobados.

En el contexto de las enfermedades raras, especial-
mente los trastornos del neurodesarrollo de base ge-
nética, el desarrollo de terapias se enfrenta a multiples
retos, como la alta variabilidad fenotipica, los diversos
mecanismos moleculares y biolégicos subyacentes y las
dificultades en la evaluacién del neurodesarrollo tanto
en la historia natural como en los ensayos clinicos. En
la actualidad, estrategias como el reposicionamiento de
farmacos, el desarrollo de biomarcadores y un enfoque
multilateral en la bisqueda de soluciones amplian las
posibilidades y ofrecen un escenario esperanzador.
Este trabajo revisa diversas estrategias en el desarrollo
de terapias, desde las terapias génicas y epigenéticas
hasta la intervencién en potenciales dianas bioldgicas.

Palabras clave: epigenética, terapia génica, trastornos
del neurodesarrollo
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Abstract
Rare diseases: unraveling the biological basis to find
future therapies

Rare diseases are characterized by low prevalence and
high complexity, affecting millions globally. Although
technologies like massive sequencing improve diagnose,
therapeutic options remain largely symptomatic or pal-
liative, with few curative treatments approved.

In the context of rare diseases, especially genetic
neurodevelopmental disorders, therapy development
faces obstacles such as phenotypic variability, diverse
molecular mechanisms, and complexities in assessing
neurodevelopment in natural history and clinical trials.
Current strategies include drug repositioning, biomarker
development, and a multilateral approach in seeking
solutions, offering hope. This work reviews various strat-
egies in developing therapies, from gene therapy and
epigenetic therapies to identifying biological targets.

Key words: epigenetics, gene therapy, neurodevelop-
mental disorders

En la Unién Europea, las enfermedades raras
(EERR) se definen como aquellas con una preva-
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lencia menor a 5 por 10 000 personas y que afec-
tan a la calidad de vida de quienes las padecen.
En EE. UU,, se consideran EERR las que afectan a
menos de 200 000 personas (80-90/100 000 habi-
tantes) y otras naciones manejan prevalencias
similares. Se estima que hay entre 7000 y 10 000
EERR diferentes que afectan a més del 6% de la
poblacién mundial (300-500 millones de perso-
nas). A pesar de su baja prevalencia individual,
son numerosas y representan un problema de
salud publica, lo que se ha denominado parado-
ja de la rareza. La mayoria son crénicas, progre-
sivas y muchas tienen origen genético y debutan
durante la infancia. Hablar de EERR es hablar de
la odisea del diagnéstico, por el frecuente re-
traso o ausencia del diagnoéstico confirmado, a
pesar de los avances en secuenciacién masiva.
Pero le sigue igualmente una odisea del manejo,
ya que la mayoria de las EERR tienen un mane-
jo sintomadtico y menos del 5% tienen un trata-
miento curativo aprobado (fairmaco huérfano).

Retos en el desarrollo de terapias en
enfermedades raras

A pesar de las diferencias entre las diversas
EERR, se enfrentan a retos comunes. Esta revi-
sién facilita un recorrido por los problemas y
posibilidades actuales en el desarrollo de estra-
tegias terapéuticas en los trastornos del neuro-
desarrollo de base genética (TNDG) como para-
digma de EERR. Los TNDG se caracterizan por su
alta variabilidad fenotipica: factores genéticos,
epigenéticos y ambientales, ain no bien cono-
cidos, modifican la expresién fenotipica. Esta
diversidad dificulta la aplicabilidad de una eva-
luacién estandarizada generalizable, imprescin-
dible para valorar el efecto de una intervencién
terapéutica.

Conocemos las manifestaciones de los TNDG
mas frecuentes (sindromes de X fragil, Angel-
man, Rett, etc.) pero en pocos se ha descrito su
historia natural. Esta informacién es crucial al
seleccionar resultados buscados (outcome measu-
res), diseniar ensayos clinicos (EC) y usar la histo-
ria natural como grupo de control, dada su baja
prevalencia. La gran variabilidad y la ausencia de
conocimiento de la historia natural resultan en
una situaciéon compleja. Incluso EC en una mis-
ma condicién priorizan diferentes resultados es-
perados y evaltian la eficacia de la intervencién
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utilizando distintas herramientas de medida.
Por ejemplo, en el sindrome de X fragil, diferen-
tes intervenciones farmacoldgicas off-label se
han dirigido a distintos sintomas medidos con
diversas escalas de conducta adaptativa, comu-
nicacién o funciones ejecutivas, complicando la
comparacién de resultados entre si2. Ademas,
muchas de estas escalas deben validarse en el
idioma y dialecto especificos donde se realiza el
estudio, lo que limita la inclusién de pacientes
con lenguas nativas no validadas. Afortunada-
mente, existen iniciativas que buscan homo-
geneizar y proporcionar un unico repositorio
de medidas de evaluacion para los diferentes
TNDG, disponible por ahora en inglés y espaiiol®.

El desarrollo de biomarcadores en TNDG es un
area compleja, pero en crecimiento, que busca
medidas de resultados confiables, reproducibles
y precisos. Destacan biomarcadores neurofisio-
légicos, como el andlisis cuantitativo del EEG en
la microduplicacién 15q11q13%, y los potenciales
evocados auditivos relacionados con eventos en
el sindrome de X fragil;> biomarcadores biolé-
gicos (proteémicos, transcriptémicos o metabo-
lémicos), y de neuroimagen®. Ademas, se estan
utilizando tecnologias vestibles (wearables), por
ejemplo, para evaluar la marcha, y otras que
permiten monitorizar el seguimiento ocular (eye
tracking), como en el sindrome de X fragil’. Con-
tar con estudios de historia natural con estas
evaluaciones podria servir como control para
facilitar comparaciones en EC, mejorando la ro-
bustez estadistica.

Esrelevante el creciente requisito de las agen-
cias del medicamento de incluir entre los resul-
tados medibles los PROMS (patient reported outco-
me measures), desarrollados con la participacién
ineludible de pacientes y familias. Esto centra
la investigacién y desarrollo de terapias en las
verdaderas prioridades de quienes las sufren.

El desarrollo de una nueva terapia para una
EERR es un proceso largo y costoso, aunque in-
centivado por legislaciones actuales con licen-
cias y beneficios asociados al registro de un
farmaco huérfano. Frente a esto, el reposiciona-
miento de farmacos utiliza principios activos ya
disponibles y evaluados en estudios preclinicos
y en muchas ocasiones en las primeras fases
de EC. Este enfoque, menos innovador, es mas
rapido y econdmico®. La seleccién de un poten-
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cial principio activo puede realizarse por obser-
vacién de una similitud o por casualidad, por la
seleccion guiada por algoritmos basados en bio-
logia de sistemas® o mediante el cribado de mo-
léculas en modelos celulares (drug screen). En el
segundo y tercer caso, se han desarrollado estra-
tegias de alto rendimiento (high throughput) que
mejoran significativamente las posibilidades.

En el cribado de moléculas en laboratorio en
seco, se utiliza la biologia de sistemas, una dis-
ciplina integradora que conecta componentes
moleculares a diferentes escalas (celular, de te-
jido y de érgano) para explorar entre miles de
principios activos. Se emplean modelos compu-
tacionales y tecnologias experimentales de alta
capacidad. Existen repositorios de informacién
detallada sobre mas de 20 000 farmacos apro-
bados para uso médico®. En el cribado de mo-
léculas en laboratorio humedo, se emplea una
plataforma automatizada con un sistema robo-
tizado que permite manipular cientos de placas
de ensayo, reduciendo, ademas, los errores hu-
manos. Existen repositorios de principios acti-
vos con mas de 2000 moléculas disponibles en
algunos casos!.

Aproximaciones en el desarrollo
de terapias en trastornos del
neurodesarrollo de base genética

El mecanismo molecular y celular subyacen-
te en los diversos TNDG da lugar a estrategias
terapéuticas diversas, que pueden organizarse
en cuatro grandes grupos: (1) terapia génica, (2)
edicién génica, (3) terapias que modifican la ex-
presion del ADN vy (4) terapias dirigidas a dianas
biolégicas. A continuacién, se presentard una in-
troduccién general a cada grupo y se proporcio-
naran ejemplos especificos en TNDG.

1. Terapia génica: introduccién de material genéti-
co mediado por virus

La terapia génica consiste en utilizar vectores
para transportar y reemplazar genes disfuncio-
nales, especialmente en condiciones monogéni-
cas donde la haploinsuficiencia causa la enfer-
medad. Los adenovirus (AAV), pequeiios virus
de ADN (20-25 nm), son comunmente utilizados
como herramientas de transporte debido a sus
diferentes serotipos con tropismos celulares y
tisulares especificos. El AAV9 es ampliamente
usado en condiciones que afectan el sistema
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nervioso central, dado su tropismo por neuro-
nas y neuroglia, y su capacidad para atravesar la
barrera hematoencefalica. No obstante, la admi-
nistracion intratecal en el liquido cefalorraqui-
deo aumenta su biodisponibilidad en el tejido
diana®. Un ejemplo destacado de esta terapia
en neuropediatria es el onasemnogene abepar-
vovec-xioi (Zolgensma) para la atrofia muscular
espinal.

Existe también una variante conocida como
terapia génica ex vivo, donde se realizan tras-
plantes de células madre hematopoyéticas au-
télogas tras la insercion del gen de interés. Esta
variante se encuentra en una fase avanzada de
desarrollo preclinico para condiciones como el
sindrome de Angelman®.

Los retos actuales de la terapia génica inclu-
yen la potencial respuesta inmunoldgica del
huésped, la limitada capacidad de transporte de
los AAV y su adecuado acceso al tejido y estruc-
tura diana.

En el sindrome de X fragil, causado por una
expansion inestable de un triplete CGG (citosi-
na-guanina-guanina) en el intrén 1 del gen FMR1
en el cromosoma X silenciandolo, se ha desarro-
llado un modelo murino. En él, la inyeccién in-
traventricular de un AAV9 logré niveles estables
de proteina FMRP (Fragile X Mental Retardation
Protein) en las regiones periventriculares del ce-
rebro, mejorando funciones sociales y conducta,
aunque no el fenotipo completo.

En algunas condiciones, la forma de herencia
puede representar un riesgo para el uso de la te-
rapia génica, como en el sindrome de Rett, cau-
sado por variantes patégenas en el gen MeCP2.
En ninas con sindrome de Rett, existe un mosai-
cismo genético donde aproximadamente la mi-
tad de las células expresan el MeCP2 no mutado
y la otra mitad tienen la variante mutante. Es
crucial destacar que también la sobreexpresiéon
de MeCP2, como en el sindrome por duplicacién
de MeCP2, es patogénica, causando trastornos
del neurodesarrollo y discapacidad intelectual.
Por lo tanto, el reemplazo genético de MeCP2 po-
dria tener efectos indeseables en las células con
el alelo no mutado™.

2. Edicién genética: modificacién directa de secuen-
cias de ADN dentro del genoma

La causa del sindrome de Angelman (AS) es
la deficiencia o el funcionamiento anormal de la
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ubiquitina-proteina ligasa E3A (UBE3A), que se
expresa a partir del alelo materno del gen UBE3A
en el cromosoma 15. La pérdida de su expresién
ocurre debido a varios mecanismos molecula-
res, siendo la delecién 15q11q13 la mas frecuen-
te, y menos frecuente por mutaciéon y disomia
uniparental paterna. En el primer caso, la copia
paterna intacta se encuentra silenciada por un
mecanismo singular: un transcrito antisentido
largo no codificante, conocido como UBE3A-ATS,
que se encuentra adyacente en la misma regién
del cromosoma 15. En el modelo murino, se esta
evaluando la mutagénesis dirigida de la regién
codificante del UBE3A-ATS utilizando CRISPR/
Cas9 para interferir en la generacién del trans-
crito antisentido del alelo paterno, con el objeti-
vo de “desilenciar” el UBE3A paterno®.

3. Terapias que modifican la expresion del ADN sin
modificar la secuencia: oligonucleétidos antisentido,
ARN de interferencia y modificadores epigenéticos

En TNDG se estdn desarrollando terapias de
ARN, como los oligonucleétidos antisentido
(ASO) y los pequenos ARN de interferencia (siR-
NA). Varios EC en sindrome de Angelman utili-
zan ASOs administrados intratecalmente, para
anular el transcrito UBE3A-ATS, lo que permiti-
ria la lectura del UBE3A paterno para recuperar
el fenotipo®?. También se han mostrado eficaces
en el modelo ratén de sindrome de Dravet, cau-
sado por variantes patogénicas en SCN1A. Ac-
tualmente, un EC de terapia intratecal con ASO
en sindrome de Dravet estd en curso (Clinical-
Trials.gov: NCT04442295/NCT04740476).

Entre los TNDG, se reconocen cada vez mas
genes que participan en mecanismos epigené-
ticos: procesos que afectan la expresién génica
sin modificar la secuencia de ADN. Sus muta-
ciones afectan a modificaciones postraduccio-
nales de histonas (PTMs) y metilacién del ADN
(DNAm)®.Las PTMs regulan la expresién génica:
la metilacién y desacetilacién de histonas dis-
minuyen la lectura del ADN, mientras que la de-
metilacioén y acetilacién la favorecen, junto con
otras modificaciones bioquimicas. Estos proce-
sos, que implican metilasas, demetilasas, ace-
tilasas y desacetilasas, requieren un equilibrio
espacio-temporal riguroso. Los genes que estan
implicados en TNDG que afectan estos procesos
pueden compensarse con las llamadas epidrugs,
algunas de ellas ya disponibles, como los inhibi-
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dores de desacetilasas de histonas (HDACI), des-
tacando los acidos hidroxdmicos (tricostatina A)
y los acidos carboxilicos (butirato sédico, fenil-
butirato y valproato sédico).

El sindrome de Rubinstein-Taybi es el modelo
de condicién epigenética causado por variantes
patogénicas en los genes CREBBP y EP300, que
codifican las acetiltransferasas de lisina CBP/
p300%. Su pérdida de funcién causa una dismi-
nucién en acetilaciéon de histonas, que podria
ser rescatada con HDACI, lo que ha sido inves-
tigado en modelos neuronales utilizando tricos-
tatina A. También se ha evaluado en un EC fina-
lizado en 2014 utilizando valproato sédico, con
resultados atin no publicados (ClinicalTrials.gov:
NCT01619644).

4. Terapias dirigidas a dianas biolégicas

Tomando como ejemplo el sindrome de Down
(SD), paradigma de los TNDG a pesar de no ser
una enfermedad rara, repasaremos la estrategia
de bisqueda de dianas terapéuticas. En los ulti-
mos afnos, con el fin de mitigar sintomas neuro-
cognitivos del SD, se han realizado diversos EC
aleatorios y controlados frente a placebo, diri-
gidos a diferentes dianas bioldgicas. La mayoria
se han realizado en adultos jévenes, con menos
estudios en poblacién pediatrica, y en muchos
casos los resultados han sido moderadamente
alentadores o no exitosos.

El basmisanil, un modulador alostérico ne-
gativo del receptor GABAA-a5, alentador en el
modelo murino, atenuaria la funcién gabaérgi-
ca y restauraria el equilibrio entre mecanismos
excitatorio e inhibitorio, postulados subyacentes
a los problemas cognitivos en el SD. Sin embar-
go, un EC en adolescentes y adultos jovenes, no
demostré diferencias en memoria de trabajo,
conducta adaptativa o calidad de vidaY. Recien-
temente, el EC PERSEUS evalué el uso de epi-
galocatequina galato (EGCG), un flavanol del té
verde, en ninos con SD ya que podria modular
una proteina sobreexpresada, producto del gen
DYRK1A, que se cree estd asociada con el neuro-
desarrollo anormal. El estudio mostré una ade-
cuada tolerancia, pero no se observaron mejoras
significativas en funciones cognitivas ni adapta-
tivas'®. Finalmente, un estudio preliminar des-
cribe éxito en el ratén y en siete adultos jovenes
del uso de hormona liberadora de gonadotro-
pina (GnRH) mediante una bomba de adminis-
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tracion pulsatil, sugiriendo que la disfuncién
en la GnRH podria impactar en funciones cog-
nitivas. Este estudio mostré mejoria en funcio-
nes ejecutivas, atenciéon, comprensién verbal y
conectividad neuronal®.

Conclusiones

Son multiples los desafios en el desarrollo de
terapias en los TNDG. En este escenario, es cru-
cial reflexionar sobre el papel del médico clinico,
que desde su posicién cercana al paciente y su
familia puede contribuir significativamente. Po-
demos orientar eficazmente hacia el diagnéstico
etioldgico, colaborar en un detallado fenotipado
clinico que facilite la evaluacién de resultados,
e incluso participar en la validacién y disefio de
escalas de medida y la seleccién de biomarcado-
res. Ademads, podemos ayudar al reclutamiento
y capacitar a las familias para comprender los
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riesgos y oportunidades de participar en EC.
Nuestra funcién como intermediarios entre los
pacientes y las empresas farmacéuticas nos per-
mite priorizar y defender los intereses y dere-
chos de aquellos que mas lo necesitan, ademas
de guiar a investigadores e inversores, a veces
distanciados de la realidad clinica, hacia la via-
bilidad y relevancia de sus investigaciones.

Ante la denominada odisea del manejo, la
principal funcién del médico clinico deberia ser
estar preparado ante la deseada posibilidad de
ofrecer una terapia: estar capacitado para invi-
tar pacientes y estar dotado de herramientas
para evaluar su eficacia frente a la evolucién na-
tural de la condicién.
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