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Resumen

La piel artificial ofrece importantes ventajas en terapia génica por su bioseguridad y facil monitoreo. La obtencion sencilla de
queratinocitos mediante pequefias biopsias y su expansion in vitro enriquecida en células madre epiteliales las convierten
en un blanco terapéutico idoneo para la expresion del transgén a largo plazo. La terapia génica cutanea correctiva se aplica
actualmente en ensayos clinicos de enfermedades genéticas dermatoldgicas. En entidades monogénicas sistémicas como la
hemofilia B, el injerto de piel modificada genéticamente en un modelo experimental murino, ha logrado un aumento discreto
del factor IX coagulante plasmatico que puede atenuar las manifestaciones graves del padecimiento.
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Abstract

Artificial skin offers important advantages in gene therapy for its biosafety and simple monitoring. An easy access of kerati-
nocytes through small biopsies and their in vitro expansion enriched with epithelial stem cells, make them an ideal target for
long-term therapeutic transgene expression. Corrective cutaneous gene therapy has been recently applied in clinical trials
on dermatological genetic diseases. In systemic monogenic diseases such as hemophilia B, the graft of genetically modified
skin in murine experimental models has achieved a modest increase of clotting factor IX in plasma that may attenuate severe
symptoms of the disease. (Gac Med Mex. 2015;151:266-9)
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externos y microorganismos, asi como de mantener la
concentracion de agua y temperatura corporales. Las
principales células que componen la piel son los que-
ratinocitos, los cuales han sido sumamente atractivos
como «blanco» para la terapia génica ex vivo por ser
obtenibles con métodos minimamente invasivos, su
capacidad de replicacion continua por la presencia de
células madre in vivo e in vitro, su facilidad de tras-
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“Ana Rebeca Jaloma-Cruz génica regulada, la existencia de técnicas de cultivo
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el epitelio en condiciones in vivo (equivalentes der-
moepidérmicos), su capacidad de secrecion a nivel
sistémico, asi como las caracteristicas de bioseguri-
dad del trasplante al ser facilmente monitoreable y
removible de ser necesario®.

La piel artificial, a base de queratinocitos en unién
con distintas bases dérmicas, ha sido ampliamente
utilizada para el tratamiento de pacientes con quema-
duras y Ulceras, a partir de lo cual el desarrollo de
dichas laminas se ha enfocado a otros fines terapéu-
ticos. El empleo de estas «pieles artificiales comple-
tas» como trasplante garantiza el éxito del injerto con
la disminucién de su fragilidad y la mejoria de la cica-
trizacion. Con el desarrollo de distintos protocolos para
la optimizacion de los cultivos, la piel artificial y su
modificacion genética con vectores virales terapéuti-
cos ofrece alternativas muy interesantes para el trata-
miento de enfermedades genéticas, aun no dermato-
l6gicas, como la hemofilia.

Cultivo de queratinocitos
para obtencion de piel artificial

La piel como vehiculo terapéutico puede ser produ-
cida mediante la obtencién y manejo de queratinocitos
a partir de una biopsia. Tanto para la realizacién de
alotrasplantes (trasplantes entre diferentes organismos
pero de la misma especie), xenotrasplantes (entre di-
ferentes especies) como para trasplantes autélogos (el
donador es el mismo que el receptor), el cultivo de
queratinocitos ha sido desarrollado y mejorado a
través de diversas técnicas, permitiendo cada vez
mayores beneficios en relacion a la extension de su
viabilidad y obtencion de caracteristicas propias de la
piel in vivo®,

De manera natural, las células muertas se despren-
den de la superficie de la piel y son reemplazadas
continuamente por queratinocitos derivados de las
células madre epiteliales, las cuales son una subpo-
blacion de queratinocitos basales que tienen capa-
cidad de autorrenovarse y expandirse. Este tipo es-
pecifico de células tiene amplias ventajas para su uso
en la formacion de piel artificial por sus caracteristicas
proliferativas que contribuyen a prolongar la vida del
injerto?.

Una variante del cultivo de queratinocitos para ma-
nejo en terapia génica son los equivalentes dermoepi-
dérmicos o «pieles artificiales», los cuales estan for-
mados por queratinocitos cultivados sobre una matriz
de fibrina y fibroblastos logrando una estructura similar
a la piel, con caracteristicas propias de cada estrato

celular. Los equivalentes dermoepidérmicos (Fig. 1)
tienen caracteristicas particulares y beneficios otorga-
dos por dicha matriz, lo que favorece la migracion de
células tanto de origen epitelial como mesenquimal,
como en el proceso de cicatrizacion natural y prolife-
racién celular. Asi pues, la fibrina constituye un depo-
sito de factores diversos (citocinas y factores de cre-
cimiento) y proporciona un andamiaje tridimensional
gue promueve diferenciacion, proliferacion y migracion.
Con estas propiedades, el empleo de la matriz de fi-
broblastos y fibrina permite partir de una biopsia de
menores dimensiones para la obtencion de un tejido
bioingenierizado, con mayor resistencia, manejo mas
sencillo y reduccién de costos?®.

Esta piel artificial o equivalente dermoepidérmico ha
sido evaluada tras su trasplante mediante técnicas
inmunohistoquimicas, y se ha encontrado una restau-
racion fenotipica muy similar al tejido normal, sintesis
de proteinas estructurales y componentes basales,
como la laminina. Tras cuatro semanas de injerto, se
observa una estructura muy similar a la piel humana
in vivo con correcta vascularizacion y se mantiene la
arquitectura de tejido sana y madura hasta 16 sema-
nas después del trasplante?.

Terapia génica cutanea aplicada
a enfermedades dermatoldgicas

La terapia génica en combinacion con la ingenieria
de tejidos representa un tratamiento prometedor para
diversas enfermedades monogénicas, incluidas aque-
llas que afectan directamente la integridad de la piel,
como la epidermolisis bullosa u otras enfermedades
sistémicas como la hemofilia.

En blsqueda de conocimientos para optimizar los
productos derivados de la bioingenieria cutanea e in-
genieria tisular, el grupo de Del Rio® ha realizado ml-
tiples investigaciones dirigidas a la regeneracion y
reparacion celular, siendo muy prometedoras en el
desarrollo de estrategias terapéuticas con aplicacion
clinica. Esta piel bioingenierizada ha permitido conso-
lidar una plataforma preclinica en terapia génica y
celular que es una alternativa importante en el campo
de la regeneracion cutanea aplicable a diversas enfer-
medades, como psoriasis, xeroderma pigmentoso,
ictiosis, el grupo de enfermedades ampollosas como
la epidermélisis bullosa, entre otras'.

Entre las aplicaciones mas estudiadas dentro de la
terapia con ingenieria tisular es la desarrollada en epi-
dermdlisis bullosa, una enfermedad de origen genético
en la cual la integridad de la piel esta gravemente
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Figura 1. Generacion de equivalentes dermoepidérmicos productores de gen terapéutico. Tras el establecimiento de cultivos primarios de
fibroblastos y queratinocitos, obtenidos a partir de biopsias de piel del donante, los fibroblastos embebidos en un gel de fibrina obtenido
de plasma sanguineo forman una matriz tridimensional sobre la que se siembran los queratinocitos modificados genéticamente por la in-
sercion del transgén, para formar el equivalente dermoepidérmico, productor del gen terapéutico.

comprometida, formando ampollas, heridas en la piel
y Ulceras ante el menor golpe o roce, e incluso de
manera espontanea, debidas a la ausencia del colage-
no tipo VII. Los pacientes experimentan dolor constante
e infecciones frecuentes, entre otras complicaciones;
requieren manejo multidisciplinario y procedimientos
quirrgicos constantes. Para este padecimiento, la te-
rapia génica en combinacién con la ingenieria tisular
ha encontrado una opcion terapéutica muy favorable
al realizar biopsias de pacientes con esta entidad y
formando equivalentes dermoepidérmicos modifica-
dos genéticamente con la insercion y expresion del
gen del colageno deficiente. Estos han sido trasplan-
tados en ratones y han mostrado caracteristicas epi-
dérmicas similares a los realizados con biopsias de
piel sana, sin afeccién en la unién dermoepidérmica
que presenta la piel carente de colageno tipo VII.

El equivalente dermoepidérmico empleado como
trasplante aut6logo ha sido utilizado exitosamente para
el manejo de quemaduras extensas, fascitis necrotizan-
te, eliminacion de nevo gigante, entre otras entidades?®.
Los estudios preclinicos de esta indole han tenido un
impacto en el avance de los modelos de terapia génica

y celular en enfermedades monogénicas tanto en piel
como sistémicas.

Terapia génica cutanea para entidades
monogénicas sistémicas: hemofilia B
como modelo

La hemofilia B es una de las enfermedades hemo-
rragicas hereditarias mas comunes, debida a la defi-
ciencia funcional del factor IX de la coagulacion. En
individuos con niveles plasmaticos < 1% de actividad
coagulante del factor IX, se observan manifestaciones
clinicas graves con hemorragias espontaneas desde
la infancia temprana. La hemofilia B se origina por la
alteracion de un solo gen, afectando la cantidad o
actividad funcional de la proteina, por lo cual es sus-
ceptible de mejoria considerable con tratamiento sus-
titutivo, por lo que la terapia génica es una alternativa
para su manejo, ya que el aumento discreto de los
niveles plasmaticos de la proteina (1-5%) logra dismi-
nuir la severidad de la enfermedad y reducir o eliminar
los sangrados espontaneos. En el desarrollo de los
modelos de terapia génica, se han observado avances
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importantes en el uso de la piel como biorreactor para
producir proteinas terapéuticas que son secretadas a nivel
sistémico, como el caso del factor IX de la coagulacion.

Sin duda, los avances maés significativos en el desa-
rrollo del modelo de piel para la terapia génica en
hemofilia B se deben al grupo de Gerrard y Brownlee,
de Oxford, Inglaterra, quienes desde 1993 obtuvieron
los primeros resultados con el injerto de queratinocitos
transducidos con vectores retrovirales en ratén hasta
lograr la optimizacion con la expresion del transgén a
largo plazo en 1998. En 1996, Ann Gerrard demostro
gue los queratinocitos humanos modificados genética-
mente con vectores virales y trasplantados como injerto
en ratén eran capaces de producir factor IX humano
(hFIX) a nivel sistémico y biolégicamente activo; sin
embargo, aunque se lograban cantidades considerables
in vitro, resultaron muy reducidas en la produccién
sistémica in vivo®.

En 1998, White, et al. optimizaron el procedimiento
al lograr una expresion a largo plazo del hFIX gracias
dos elementos fundamentales: 1) el empleo de un in-
jerto de un equivalente dermoepidérmico en «bicapa»,
formado a partir del cultivo primario de queratinocitos
transducidos sobre una matriz de fibroblastos y cola-
geno, y 2) la optimizacion del vector retroviral emplea-
do (MGF), que al eliminar el gen de seleccién de re-
sistencia a antibiotico y modificar el sitio de clonacion
del gen del hFIX, logré un aumento de cinco veces el
nivel del ARN mensajero ya procesado, que fue mas
eficiente en la expresion de la proteina en plasma®.
Tras formar el equivalente dermoepidérmico y tras-
plantarlo en ratones desnudos, observaron que los
injertos se vascularizaron e incorporaron a la piel del
raton, logrando una expresion entre 0.1 y 2.75 ng/ml
del factor IX humano en plasma (potencialmente fac-
tible de llevar a un 3% con un injerto del 1.2% de
superficie del roedor), que permitirian disminuir la se-
veridad de la hemofilia a un rango moderado. Los ni-
veles de hFIX en plasma de ratén se estabilizaron en
promedio entre 40 y 50 dias después del trasplante y
los niveles detectables de factor IX estuvieron presentes
durante mas de un afio®.

Retos y perspectivas de la terapia génica
cuténea para hemofilia y otras entidades
sistémicas

Aun con los logros obtenidos con el desarrollo de
equivalentes dermoepidérmicos demostrando las ca-
racteristicas de piel in vivo, sigue siendo un reto im-
portante lograr que la piel artificial esté conformada
por una cantidad «critica» de células madre epiteliales,
lo cual podria garantizarse con el enriquecimiento en
esta poblacion celular mediante la evaluacion de mar-
cadores de superficie especificos. La generacién de
piel artificial utilizando un cultivo de queratinocitos so-
bre una matriz de plasma y fibroblastos permite favo-
recer la proliferacion de las células madre epiteliales.
Este modelo, junto con un procedimiento minimamente
invasivo que contemple un injerto autélogo, reducira
los riesgos de rechazo y la optimizacién de los vectores
virales terapéuticos podra garantizar la funcionalidad
terapéutica a largo plazo.
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