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INTRODUCCIÓN

La terapia génica en los últimos años se ha enfocado a la
búsqueda de nuevos vectores para el transporte de ge-
nes, los cuales tengan una mayor eficacia en la transfe-
rencia génica, mayor persistencia en la expresión del
material transferido, así como una alta especificidad al
tipo celular que se desea transferir. Una de las caracte-
rísticas más importantes es que deben ser seguros e ino-
cuos, que despierten en el paciente una respuesta inmu-
ne casi nula.

En la búsqueda de los vectores más adecuados se han
utilizado diferentes especies de virus cada uno con ca-
racterísticas específicas.

RESUMEN. La terapia génica se ha visto favorecida
por el desarrollo de un número cada vez mayor de vec-
tores, con el fin de lograr una expresión más persistente
y una administración inocua. Dentro de los vectores vi-
rales los adenoasociados presentan ventajas promete-
doras. Este virus de ADN es capaz de transducir gran
variedad de líneas celulares, integrarse al genoma del
huésped y lograr expresiones persistentes del transgén
por lapso de meses, todo esto sin generar una respuesta
inmune celular. La aplicación de nuevas metodologías
en la producción y purificación de estos vectores ha
mejorado considerablemente la cantidad y calidad de
partículas infecciosas que se generan. En este momen-
to, gracias a los mencionados desarrollos biotecnológi-
cos, la terapia génica es una opción terapéutica viable
para varias enfermedades crónico-degenerativas.

Palabras clave: adenoasociados, terapia génica, vecto-
res virales, parvovirus, virus.

SUMMARY. Gene therapy has evolved due to the deve-
lopment of a number of biotechnology weapons, i.e.,
vectors that achieve for a longer expression and safer
administration. Among viral vectors developed adeno-
associated virus have shown promising advantages. The-
se DNA viruses transduce a wide cell range, can inte-
grate in host’s genome and achieve for a long-period
expression, besides avoiding a cellular immune respon-
se. The new technologies applied to the production and
purification of these vectors had resulted in notable in-
creases in quantity and quality of the infectious parti-
cles obtained. Actually, due to biotechnological advan-
ces, gene therapy is a potential therapeutic option.

Key words: Adeno-associated virus, gene therapy, viral
vectors, parvovirus, virus.

RETROVIRUS

Los retrovirus son un grupo ampliamente desarrollado.
Son virus cuyo material genético está constituido por
una molécula de ARN. Esto los obliga a realizar el pro-
ceso de retrotranscripción para su replicación. Tienen la
capacidad de integrarse en el genoma del huésped, con
lo que ofrecen la ventaja de una expresión persistente
del transgén, lo que los hace útiles para su uso en enfer-
medades hereditarias y/o crónicas. Sin embargo, la inte-
gración en el genoma del huésped es aleatoria, presen-
tando el riesgo (aunque extremadamente bajo) de
mutagénesis insercional debido a la posibilidad de alte-
rar un gen vital o un gen supresor de tumor y por lo tanto
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interrumpir su expresión, o bien insertarse en un proto-
oncogén induciendo su activación a oncogén. La gran
desventaja que presenta este tipo de vectores es que sólo
son capaces de infectar células en división. Los retrovirus
recombinantes más usados son los derivados del virus de
la leucemia murina, los cuales se modifican para hacerlos
deficientes de replicación, con lo que se suprime su capa-
cidad de formar partículas virales.1

LENTIVIRUS

Son un tipo de retrovirus con capacidad de integración
estable tanto en células en reposo como en división.1 Sin
embargo, la mayoría de ellos derivan de la familia del
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), por lo que
los aspectos referentes a la seguridad biológica para su
uso en protocolos clínicos deberán ser considerados an-
tes de su aplicación.

ADENOVIRUS

Los adenovirus (Ad) son virus de ADN ampliamente
desarrollados en terapia génica; su aislamiento en 1953
a partir de tejidos adenoides de niños dio origen a su
nombre.2 A los adenovirus recombinantes usados como
vectores se les han eliminado regiones de su genoma
con la finalidad de inhibir su replicación. Debido a que
no se integran en el genoma del huésped, estos virus
sólo expresan el transgén en forma temporal durante su
estancia en la célula. Los adenovirus deben su uso exi-
toso al hecho de su seguridad biológica, porque en for-
ma natural en el humano sólo se les ha relacionado con
padecimientos de vías respiratorias. Existen más de 40
serotipos de adenovirus, de los cuales los tipos 2 y 5
(Ad2 y Ad5) son los más utilizados como vectores géni-
cos.3 Su producción es relativamente sencilla, lo que ha
facilitado una administración eficiente in vivo. Estos vi-
rus tienen además la capacidad de infectar un amplio
espectro de células eucariotas, tanto en reposo como en
replicación,4 siendo su principal órgano blanco el híga-
do (cuando es administrado por vía sistémica), en el cual
logra transducciones de 80-90% en hígados de rata sa-
nos y alrededor de 40% en hígados cirróticos por el
modelo de intoxicación por CCl

4
.5 El principal inconve-

niente para su utilización en el envío de genes a órganos
o tejidos específicos, es la vigorosa respuesta inmunoló-
gica que despiertan, caracterizada por una intensa infla-
mación, así como por activación de linfocitos T cito-
tóxicos.6 En un intento por aminorar la intensidad de la
respuesta inmune despertada en el huésped por el ade-

novirus se han escindido extensas porciones en el geno-
ma viral produciendo así los llamados adenovirus gut-
less que expresan menos proteínas virales; despertando
por ende una menor respuesta inmunológica.7

ADENOASOCIADOS

En los últimos años la tecnología de la terapia génica
se ha centrado en el desarrollo y estudio de los virus
adenoasociados (AAV) que reciben este nombre debi-
do a que se les detectó por primera vez como contami-
nantes en preparaciones de adenovirus. Su asociación
con los Ad se debe al hecho de que son defectuosos en
replicación, y dependen de un virus colaborador (un
Ad o un herpes virus) que proporcione las proteínas
necesarias para tener dicha función.8 Pertenecen a la
familia parvoviridae y son del género dependovirus.
Su genoma está constituido por una cadena sencilla de
ADN (positiva o negativa) de 4,680 nucleótidos de lon-
gitud. Su genoma es muy sencillo y codifica solamente
para dos genes: REP y CAP,9 los cuales son sustituidos
por el promotor y transgén deseado al hacerlos recom-
binantes (Figura 1). La longitud mínima aceptada para
estos constructos es de 1 Kb y la máxima la del geno-
ma nativo (4.7 Kb); porque constructos de un tamaño
mayor no mantienen una función óptima de empaque-
tamiento. El marco de lectura abierta del gen REP (re-
plicación) codifica para varias proteínas sobrepuestas
como la Rep40, Rep52, Rep68 y Rep78 involucradas
en la transcripción, replicación e integración del geno-
ma, respectivamente.10

El gen CAP (cápside) codifica para las proteínas que
conforman la cápside del virión, conocidas como VP1
(87 Kd), VP2 (73 Kd) y VP3 (62 Kd), las cuales interac-
cionan con los receptores y correceptores celulares para
la internalización a través de una endocitosis mediada
por receptor y para el transporte del virión al núcleo ce-
lular.11 El marco de lectura abierta del genoma del AAV
está flanqueado por dos secuencias terminales llamadas
ITR’s (por sus siglas en inglés) de 145 nucleótidos, de
los cuales 125 forman una estructura secundaria de hor-
quilla tipo “T” al tener secuencia palindrómica. Los ITR’s
funcionan como primers para la replicación del ADN y
la formación de la doble cadena, además mantienen la
integridad de los extremos, y en estas regiones se locali-
zan las secuencias que le permiten la recombinación con
el ADN del huésped.12 El virión del AAV no contiene
proteínas de envoltura y su ADN sólo se encuentra ro-
deado por las proteínas de la cápside, las cuales confor-
man una estructura icosahédrica con tamaño de 18-26
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nm. Las diferencias antigénicas en las proteínas capsídi-
cas dan lugar a los seis serotipos del AAV conocidos
hasta el momento, de los cuales el serotipo dos (AAV2)
es el que se ha desarrollado en la terapia génica ha-
ciéndolo recombinante.13 Parece ser que según el sero-
tipo existe una diferencia en el tropismo a diferentes
tejidos. Por ejemplo; en el tejido neuronal el AAV2
exclusivamente transduce neuronas, mientras el AAV5
transduce de 130-3,000 veces más células (neuronas y
astrocitos) que el AAV2, y el AAV4 sólo transduce cé-
lulas del epéndimo.14,15

En el cuadro 1 se resumen las principales ventajas y
desventajas de los vectores biológicos utilizados en la
terapia génica.

RESPUESTA INMUNE

Hasta el momento no se ha documentado ningún pa-
decimiento asociado con la infección de AAV en hu-
manos; sin embargo, se estima que hasta 80-90% de la
población adulta a nivel mundial es seropositiva a los
AAV, mayormente al serotipo AAV2. Sin embargo, esta
inmunidad es incompleta porque sólo 8% de los huma-
nos expuestos han desarrollado anticuerpos neutrali-
zantes, lo que plantea la posibilidad de que los huma-
nos sean susceptibles de una reinfección en forma
natural.16 No obstante, con la finalidad de utilizarlo en
futuros protocolos de terapia génica se han planteado
diversas alternativas en caso de requerirse una readmi-
nistración de rAAV; como lo es la elaboración de un
rAAV2 con proteínas de cápside modificadas o el uso
de un rAAV de serotipo alternativo (el AAV1, entre
otros).17

Por otro lado, el título de anticuerpos neutralizantes
que se desarrollan depende en gran medida de la natura-
leza del transgén, la ruta y vía de administración, el teji-
do administrado, el grado de contaminación de la prepa-
ración con el virus colaborador o sus proteínas, así como
el estado de salud del hospedero. La administración de
AAV en diversos tejidos estudiados no despierta respues-
ta inmune celular. Se cree que podría deberse a que las
células presentadoras de antígeno de la mayoría de los
tejidos no son transducidas por los AAV, por lo que no
expresan el producto del transgén ni proliferan en res-
puesta al estímulo antigénico, por lo que no se genera
respuesta inmune celular.

a

b
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Figura 1. a) Los adenoasociados silvestres están constituidos por
los genes rep y cap. b) En el AAV recombinante estos genes son
sustituidos por el promotor y el transgén deseado, llegando a una
longitud máxima de 4.7 Kb como el genoma nativo. Las secuencias
ITR necesarias para el empaquetamiento e integración se conser-
van intactas.

CUADRO 1
CARACTERÍSTICAS DE LOS VECTORES BIOLÓGICOS UTILIZADOS EN TERAPIA GÉNICA

Vector Tamaño Ventajas Desventajas

AAV 45-60 nm Expresión persistente Tamaño limitado del transgén
Transduce gran variedad de células Producción en títulos bajos
Evade respuesta inmune celular

Ad 90-110 nm No se integra Elevada respuesta inmune
Capacidad para genes grandes Tropismo preferente a hígado
Transduce células en reposo o replicación Expresión temporal
Elevada eficiencia de transducción Administración única

Retrovirus 123-145 nm Capacidad para genes grandes Transduce sólo células en división
Expresión estable Se integra aleatoriamente
Producción en altos títulos
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CICLO VIRAL

El ciclo viral de los AAV puede optar por la fase de la-
tencia o bien la fase de replicación. Si las condiciones
celulares son favorables (coinfección celular con un ade-
novirus, o mecanismos celulares de reparación de ADN
activados) se favorece la formación de la doble cadena y
el ciclo lítico. En este mecanismo se aprovecha la ma-
quinaria enzimática celular de replicación del ADN y se
producen las proteínas necesarias para la generación de
la progenie (en el caso de los rAAV se produce la proteí-
na terapéutica). Por otro lado, se puede llevar a cabo el
ciclo de integración, donde el ADN del AAV se recom-
bina con el genoma del huésped, permaneciendo en for-
ma latente hasta una reactivación posterior, ocasionada
por los mismos mecanismos que favorecen el ciclo líti-
co (Figura 2).

INTEGRACIÓN

En forma silvestre, los AAV se integran preferentemen-
te (60-70%) en el cromosoma 19 de humano, en el brazo
largo sitio 13.3-4.17 Las proteínas Rep68 y Rep78 reco-
nocen una secuencia de unión en la horquilla del AAV
llamada sitio AP1, el cual es una secuencia repetitiva
GCTC. Asimismo, en el cromosoma 19 en el sitio espe-
cífico de integración del adenoasociado se localiza una
secuencia muy similar de GCTC repetitivos conocida
como loci AAVS1. AAVS1 y AP1 forman un complejo
con las proteínas Rep68/78 que con su actividad helica-
sa y endonucleasa sitio-específica facilitan la recombi-
nación para llevar a cabo la integración.10 Los rAAV pier-
den la característica de integración sitio-específica al no
producir las proteínas Rep; sin embargo, una ingeniosa
estrategia se ha desarrollado donde el promotor p5 que
controla las proteínas Rep 68/78 es situado corriente
abajo de la secuencia codificadora Rep; con esta confi-
guración la expresión de Rep se silencia, sin embargo,
al formar estructuras circulares, la proteína Rep se ex-
presará facilitando la integración específica en el cro-
mosoma 19, lo que dará lugar a la linearización y deten-
drá la expresión de la proteína.18

TRANSDUCCIÓN

La mayoría de los vectores virales transducen las célu-
las en un lapso de horas, sin embargo, los AAV requie-
ren de varios días a semanas antes de que el vector al-
cance la forma transcripcionalmente activa en las células
infectadas.

En modelos animales de murinos y primates el por-
centaje máximo de transducción para la mayoría de las
células se presenta entre las seis y 10 semanas,19,20 man-
teniéndose la expresión del transgén constante a partir
de ese momento y hasta por aproximadamente dos
años.21 La eficacia de transducción varía dependiendo
del promotor, del tejido transducido y de la vía de ad-
ministración. Algunos investigadores reportan que la
transducción del rAAV se ve favorecida si la célula se
encuentra en el estadio S del ciclo celular.22 Este fenó-
meno se ha observado en células musculares, sin em-
bargo, en otro tipo de células como las hepáticas no se
presentan un efecto similar.23

El proceso de transducción comienza con el recono-
cimiento de la célula por parte del rAAV. Este reconoci-
miento se realiza mediante un receptor ubicuo asociado
a membrana de heparan sulfato, un proteoglicano que
parece mediar la adhesión del virión a la membrana ce-
lular y el proceso de infección.24 La internalización del
AAV se ve favorecida por la αVβ5 integrina y el recep-
tor tipo 1 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-
1) que actúan como correceptores en algunos tipos par-
ticulares de células.25,26 El AAV escapa del fagolisosoma
y llega al núcleo por mecanismos aún desconocidos. Una
vez en el núcleo el paso limitante en el proceso de trans-
ducción es la síntesis de la doble cadena.27 Una proteína
producida por la célula huésped llamada ssD-BP (pro-

Ciclo viral AAV

ADN episomal

Síntesis de
la doble
cadena

a) Replicación

b) Latencia

Progenie

ReactivaciónPartícula
viral

Genoma ssDNA

Figura 2. El ciclo viral de los adenoasociados puede tomar la
fase lítica o de integración. a) Después de la liberación del ADN
del adenoasociado se lleva a cabo la síntesis de la doble cadena,
este ADN puede quedar en forma episomal como estructura de
concatámero y expresar sus proteínas generando progenie. b) En
la fase de latencia el adenoasociado después de su entrada a la
célula pasa a integrarse en el genoma del huésped, quedando en
un estado latente hasta que un daño al ADN celular o una infec-
ción de un adenovirus o virus herpes reactivan al adenoasociado
llevándolo a expresar sus proteínas y entrar al estado de
replicación.
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teína de unión a la secuencia D) interactúa de manera
preferentemente con la secuencia D(-) localizada en el
ITR 3´ del rAAV formando un complejo que bloquea
el inicio de la replicación del ADN viral desde su ex-
tremo OH 3´. Esta proteína se encuentra fosforilada en
sus residuos de tirosina por la actividad de tirosina cina-
sa del receptor al factor de crecimiento epidermal celu-
lar y en este estado es capaz de inhibir la síntesis de la
segunda cadena del rAAV.28 Sin embargo, la coinfección
con un Ad silvestre, el tratamiento con hidroxiurea o con
genestein (inhibidor específico de cinasas de tirosina) o
inclusive la sola expresión de la proteína Ad4 Orf6 cau-
sa la defosforilación de estos residuos, y con esto un
cambio conformacional de la proteína ssD-BP, con lo
que extremo OH 3´ queda expuesto y listo para usarse
como primer (iniciador) para la síntesis del ADN viral.
De esta manera se logra un incremento en la expresión
del transgén e inclusive la replicación autónoma de los
AAV silvestres.

La totalidad de los factores requeridos para la forma-
ción de la doble cadena de ADN no están del todo esta-
blecidos, por lo que este paso no ha podido ser comple-
tamente manipulado. Se conoce que la transducción
puede ser inducida hasta 5-10 veces por diversos facto-
res entre los que están:

1. Coinfección con un adenovirus o un plásmido que
contenga la secuencia E4 Orf6.27,29

2. Exposición de la célula huésped a agentes genotóxi-
cos tales como radiación UV o γ.30,31

3. Agentes tóxicos como etanol, cisplatino e hidroxiu-
rea.32-34

Aunque los rAAV transducen gran variedad de teji-
dos, la eficiencia de transducción varía considerablemen-
te de un tipo celular a otro; en el caso de músculo, los
porcentajes de transducción son de 10-20%;35 mientras
en hígado y riñón sólo se ha detectado un máximo de 5-
10%.36 Esta eficiencia dispar en la transducción está de-
terminada en cierta medida por el grado de fosforilación
de la proteína celular ssD-BP, así como por la abundan-
cia en la membrana celular de los correceptores necesa-
rios para la internalización del virión.

Una vez superada la limitante de la síntesis de la segun-
da cadena, el AAV puede integrarse o bien permanecer epi-
somalmente. Cualquiera de estas opciones lleva a la trans-
cripción del transgén y a la expresión de la proteína.

Los concatámeros son estructuras formadas por la
unión cabeza-cola de dos o más rAAV a través de una
recombinación en los ITR’s, logrando estructuras linea-
les o bien circulares. Los concatámeros parecen ser la

estructura idónea de los AAV dentro de la célula infecta-
da; y pueden encontrarse de forma integrada (lineales) o
episomal (circulares) (Figura 3). La formación de con-
catámeros ha sido demostrada a través de la observa-
ción de “concatámeros híbridos” de dos diferentes tipos
de rAAV, lográndose la transducción y expresión de
ambas proteínas.37 Los concatámeros episomales son los
responsables de un alto porcentaje (∼ 70%) de la expre-
sión del transgén, porque la estructura circular de doble
cadena es sumamente estable y es capaz de expresar la
proteína, de una forma constante y por largos periodos
de tiempo.38

PRODUCCIÓN

Las metodologías en la producción de las partículas in-
fecciosas de rAAV se han mejorado, las más desarrolla-
das son las que requieren transfección a líneas celulares.
Entre las diversas metodologías utilizadas se cuentan las
siguientes:

Clásica

Un cultivo de células es infectado con Ad o herpes vi-
rus, los cuales proveen al AAV las funciones de replica-
ción en las cuales es defectuoso. Posteriormente, las célu-
las son transfectadas con un plásmido circular de ADN
que contiene los genes rep y cap del AAV y con otro plás-
mido no homólogo con las secuencias ITR y el transgén.
Después de la cosecha de los AAV, los virus colaborado-
res remanentes como contaminantes deben ser removidos
por alguna técnica de purificación, como es HPLC, y se-
paración por gradientes de cloruro de cesio u otra.

Transfección triple

Esta técnica se usa para eliminar la posibilidad de
contaminación con AAV silvestres. Consiste en trans-
fectar simultáneamente tres plásmidos: uno que contie-
ne exclusivamente las secuencias de replicación del vi-
rus colaborador, otro con el vector del AAV que contiene
los ITR y la secuencia del transgén y un tercero que co-
difica para las proteínas rep y cap necesarias para las
partículas virales del AAV (Figura 4).

De las estrategias dependientes de líneas celulares pro-
ductoras podemos mencionar las siguientes opciones:

1. Células productoras: células modificadas genética-
mente para que expresen en forma estable los genes
rep y cap; son infectadas con un Ad silvestre y un Ad
híbrido que contiene el gen terapéutico de interés flan-
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queado por las secuencias de los ITR del AAV y las
secuencias ITR del Ad. Los Ad producidos son re-
movidos de la preparación por una purificación sub-
siguiente.

2. Una línea celular que expresa constitutivamente el
cassette del transgén-ITR del AAV es infectada con
un herpes virus recombinante que provee las funcio-
nes de replicación necesarias para el AAV; mientras
las secuencias Rep/Cap le son proporcionadas en
trans. Debido a que el HV recombinante no es com-
petente en replicación, una purificación específica
no es indispensable.

Sin embargo, ninguno de estos protocolos ha podido
solucionar una de las mayores desventajas que presen-
tan los AAV, que es el hecho de que no se puede produ-
cir en grandes títulos como se requiere para su empleo
en protocolos clínicos.9

PURIFICACIÓN

Para la producción de grandes títulos de partículas vira-
les, además del método de preparación, influye el méto-
do de purificación en la cantidad de partículas infeccio-

sas obtenidas. El método de purificación es uno de los
pasos cruciales en la cantidad de partículas infecciosas.
Existen varios métodos para la purificación de AAV en-
tre los que están los siguientes:

Gradientes diferenciales en cloruro de cesio

Fue el primer método descrito y el más utilizado hasta
el momento. Este método presenta desventajas para la
purificación de AAV porque disminuye la infectividad
de las partículas virales de manera proporcional al nú-
mero de horas que éstas pasan en el CsCl. Esta meto-
dología involucra hasta 72 horas de exposición de las
partículas al CsCl, por lo que el radio de copias de ge-
noma/partículas infecciosas se ve incrementado. Ade-
más, las preparaciones resultan con contaminación de
proteínas no-virales y se presentan variaciones de estos
factores de lote a otro.

Iodixanol/Purificación por columna

Esta metodología combina el uso de la ultracentri-
fugación utilizando el iodixanol, en lugar del CsCl y
una purificación por afinidad en una columna de hepa-

Estructuras concatámeros

Cabeza Proteína A Cola Cabeza Proteína B Cola

Cabeza

Proteína A

Cola

Episomal

Cabeza Cola CabezaProteína B

Genoma del huésped
Proteína A Proteína B Genoma del huésped

Integración

Figura 3. Las estructuras de concatámeros son formadas por la unión cabeza-cola de dos o más genomas de adenoasocidados a través de una recombinación
de los ITR’s. Las estructuras episomales son circulares mientras las estructuras lineales se forman en la integración al genoma huésped.
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rina. La pureza y cantidad de las partículas de AAV
son similares a las obtenidas por HPLC y purificación
por columna.

Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)

Con el uso de esta tecnología se logra obtener prepa-
raciones con alta pureza proteica y con más partículas
infecciosas que con el método convencional de CsCl. A
pesar de que este proceso se realiza en menor tiempo,
presenta la enorme desventaja de que se requiere de equi-
po y personal altamente especializado, los cuales no es-
tán a disposición de muchos laboratorios.

Purificación por columna

Hasta el momento resulta ser la más rápida y presenta
un índice de pureza adecuado, mayor tasa de partículas
virales/partículas infecciosas, así como buena reprodu-
cibilidad. Basa su fundamento en la afinidad de los AAV
a la heparina.39

PROTOCOLOS EXITOSOS QUE UTILIZAN
AAV COMO VECTORES

Hasta el momento se han llevado a cabo varios proto-
colos experimentales que han tenido éxito debido a
una expresión sostenida de la proteína transgénica.
Entre ellos se pueden mencionar los siguientes pade-
cimientos:

Hemofilia A

Este padecimiento hereditario se debe a la deficien-
cia del factor VIII de la coagulación, con una vida media
de sólo 12 horas, por lo que su administración en episo-
dios hemorrágicos y/o como prevención hace que las
infusiones sean imprácticas. Ratones inmunocompeten-
tes fueron transducidos vía vena porta con un vector AAV
conteniendo el gen humano modificado del factor VIII
(hFVIII). La transducción de los hepatocitos se detectó
a las cuatro semanas manteniéndose una expresión cons-
tante de la proteína hasta por más de 11 meses. Los nive-

Plásmido virus colaborador

Rep

Partículas infecciosas

Figura 4. La triple transducción es el método de elección para la producción de adenoasociados. Consiste en la transducción simultánea en
células 293 de tres plásmidos: uno con la secuencia de las proteínas Rep y Cap del AAV; otro con la secuencia de las proteínas necesarias para
la replicación provenientes del virus colaborador y un tercero con el constructo del transgén deseado.

REP CAP Promotor Transgén

Plásmido Rep/Cap Plásmido transgén

Células 293

Cap

Constructo

Proteínas de
envoltura y replicación
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les de expresión fueron 1-2% mayores de los normales
en el humano.40

Hemofilia B

La enfermedad se caracteriza por la deficiencia del
factor IX de la coagulación. Mediante la aplicación de
un constructo de adenoasociado conteniendo el factor
IX humano (rAAV.EFα1.hFIX) vía vena porta, se man-
tuvo la expresión de la proteína en los hepatocitos por 8-
10 meses y niveles detectables en plasma de este factor
por 35 días, con un incremento del 1-2% del factor IX
plasmático.41 Por otro lado, el resultado más prometedor
ha sido obtenido de modelos murinos hemofílicos. La
administración de otro constructo el rAAV.LPS.cFIX vía
vena porta corrigió el desorden hemorrágico, logrando
sostener la expresión del factor IX en niveles funciona-
les hasta por más de cinco meses, presentando pruebas
funcionales como tiempo de protrombina y la prueba del
clip mejoradas y cercanas al normal por el mismo perio-
do de tiempo.42

Enfermedad de Fabry

La enzima lisosomal α-galactosidasa A (α-gal A)
es responsable de la hidrólisis del enlace α-galactósi-
do terminal de varios glicolípidos, como la globo tri-
asil-ceramida (Gb3), también conocida como trihexo-
sida ceramida. La deficiencia de la enzima conduce a
la acumulación de Gb3 en el endotelio de los vasos
sanguíneos de riñón, hígado, corazón, bazo y plasma
de los pacientes que la sufren. La transducción de las
células hepáticas de ratones Fabry con el rAAV.EF1-
α .AGA vía vena porta logró producir la proteína en
niveles séricos de hasta 20-35% comparados con los
normales, por un periodo de seis meses. Dentro de las
dos a cinco semanas postratamiento se lograron reduc-
ciones significativas del acúmulo de Gb3 en varios teji-
dos como hígado, bazo y corazón.43

Ceguera infantil

La ceguera infantil es una enfermedad causada por
varias degeneraciones retinales, de las cuales la más
severa es la amaurosis congénita de Leber (LCA); que
ocasiona ceguera casi total en la infancia teniendo como
origen mutaciones en el gen de la proteína RPE65 in-
volucrada en el metabolismo de retinoides, cuya defi-
ciencia conlleva a la acumulación de ésteres transreti-
noicos, alteración de los fotorreceptores, inclusiones

en el epitelio de la retina y lenta degeneración retinal.
Un modelo animal natural de esta patología es el perro
RPE65-/-, que tiene una deleción de 4 pb en el gen, lo
que genera un codón de paro prematuro que trunca la
proteína. Este modelo presenta alteraciones similares a
las apreciadas en los humanos con LCA. La administra-
ción subretinal de un AAVr portando el gen RPE65 sil-
vestre, restauró la visión del canino, monitoreada por la
amplitud de las ondas a (fotorreceptores) y ondas b (cé-
lulas bipolares), las cuales alcanzan intensidades simi-
lares a las normales. Por pupilometría, la contracción de
la pupila se situó en un rango medio entre la respuesta
de un animal normal y uno no tratado. Cuatro meses
después de la administración la evaluación visual cuali-
tativa fue consistente con los resultados electrofisioló-
gicos, en donde los animales tratados que alcanzaron el
grado de “vista normal” evitaron los objetos colocados
enfrente y a la derecha de ellos (lado de la administra-
ción), pero consistentemente chocaron con los objetos a
su izquierda.44

TERAPIA GÉNICA PARA ENFERMEDADES
HEPÁTICAS. USOS DE VECTORES

ADENOVIRALES Y ADENOASOCIADOS

Los diversos protocolos de terapia génica existentes para
las enfermedades hepáticas se basan en su mayoría en el
uso de adenovirus y adenoasociados como vectores géni-
cos. La principal patología a tratar con estas estrategias es
la cirrosis hepática, la cual es el resultado de un padeci-
miento crónico caracterizado por la formación de una cica-
triz fibrótica que reemplaza a la matriz extracelular nor-
mal. Es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial y su etiología incluye infeccio-
nes virales (HCV, HBV), consumo excesivo de alcohol o
de fármacos hepatotóxicos. La estrategia ideal para el tra-
tamiento de la cirrosis debe incluir prevención de fibrogé-
nesis, estimulación de la regeneración hepatocelular y de
la reorganización de la arquitectura hepática.

ADENOVIRUS EN ENFERMEDADES HEPÁTICAS

Los adenovirus son reconocidos por su elevado tropis-
mo hepático cuando son administrados por vía sistémi-
ca, numerosos estudios que utilizan genes como MMP1,
HGF, nNOS,45-47 incluidos los de nuestro grupo con los
genes terapéuticos de uPA humano y MMP-848,49 han
demostrado una eficiente transducción en hígados de
ratas cirróticas por tetracloruro de carbono de hasta 40%
y de 10% en ratas cirróticas por LDB; mientras en ratas
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sanas se detectó una transducción de 80-90% al utilizar
una dosis de 3 x 1011 pv/rata vía vena iliaca de un
Ad5.LacZ,5 la población celular que logra ser transduci-
da es hepatocitos, células endoteliales y células estela-
res hepáticas, habiendo una disminución de aproxima-
damente 10% en la transducción visualizada en las ratas
cirróticas respecto a las sanas.47

En ratón se reporta una transducción hepática de 40%
en animales sanos, 80% en cirróticos y 40% en un mo-
delo de hepatitis fulminante para una dosis de 4 x 109

pfu/ratón por vena de la cola.50

En los diversos modelos experimentales de cirro-
sis existentes, diversas vías de administración han sido
usadas, por ejemplo, vena femoral en ratas cirróticas
por administración intragástrica de CCl

4
 y por LDB

en un título de 1.5 x 1011 pfu/kg que logra una expre-
sión considerable de la enzima nNOS cuya actividad
logra reducir la resistencia intrahepática y la presión
portal.47 En el modelo de ligadura de ducto biliar
(LDB); con el gen de SMAD 7 administrado por la
vena porta y la de la cola logra bloquear la señaliza-
ción de TGF-β;51 mientras un mARN antisentido para
TGF-β1 administrado en dosis de 1x1010 pfu/kg se
expresa 800 veces más que su contraparte endógena,
los dos tratamientos suficientes para reducir la expre-
sión de colágena y de α-SMA, marcadores de la ac-
tividad de las células estelares principales responsa-
bles de la fibrogénesis hepática.52 Por otro lado, estudios
con interferón-α (IFN-α) de rata como gen terapéutico
acarreado en un vector adenoviral y administrado in-
travenosamente en ratas cirróticas según el modelo de
dimetilnitrosamida, logran a través de la expresión del
IFN-α prevenir la evolución de la cirrosis hepática en
este modelo.53

Otras vías de administración han sido evaluadas
para una expresión hepática, por ejemplo la adminis-
tración de la enzima succinato semialdehído deshi-
drogenasa (SSADH) cuya deficiencia ocasiona una
acumulación letal de γ-hidroxibutirato (GHB); admi-
nistrada en adenovirus de primera generación por vía
intraperitoneal y retroorbital logra expresarse a nivel
hepático con una actividad de 20% y una disminu-
ción hasta de 80% del acúmulo GHB en hígado, ri-
ñón, suero y cerebro.54

En nuestro grupo de trabajo las estrategias terapéu-
ticas para la cirrosis hepática con los genes de MMP-
849 y h∆UPA48 en vectores adenovirales han resultado
exitosas y se perfilan como opción viable y efectiva
para el tratamiento de esta patología y otras con me-
canismos fisiopatológicos similares de los procesos

fibróticos. En el caso de hígado, la principal desven-
taja de los adenovectores consiste en la elevada res-
puesta inmune y la corta longitud de la expresión gé-
nica lograda con nuestros constructos. Parámetros
tales como contenido de colágena, analizado por la
cuantificación de HyP, expresión de genes de coláge-
na, MMP’s y sus inhibidores (TIMP’s) presentaron
mejoras notables con los tratamientos de uPA y MMP-
8. El análisis morfométrico asistido por computadora
revela una reducción de 80% de la cicatriz fibrótica
en los modelos de cirrosis por intoxicación crónica
de CCl

4
, tratados con h∆uPA. Posteriormente, nues-

tro grupo demostró que el efecto coadyuvante de te-
rapia génica más cirugía resultó en mejoría notable
para aliviar la cirrosis producida por obstrucción de
las vías biliares, entidad nosológica semejante a la
cirrosis biliar secundaria en el humano. Así, el trata-
miento con h∆uPA logró reversión de la fibrosis de
25.8% en el modelo de cirrosis por obstrucción, y 42-
56% más anastomosis biliodigestiva y mejorías nota-
bles en la circulación colateral.55 En el caso del gen
de la colagenasa de neutrófilos (MMP-8) las reducciones
logradas fueron de 30-60% para el modelo de CCl4 y de
45% para LDB junto con anastomosis. Buscando siem-
pre la mejora continua, innovamos hacia la introducción
de estos cassettes de expresión en vectores adenoasocia-
dos, con lo que pretendemos incrementar la persistencia
de la expresión con nula respuesta inmune, dejando abierta
la posibilidad de readministraciones, lo que posiblemente
genere efectos aún más notables en la reversión de los
indicadores de fibrosis y en los signos y síntomas de la
cirrosis hepática.

ADENOASOCIADOS EN ENFERMEDADES
HEPÁTICAS

Los adenoasociados son preferentemente administrados
intramuscularmente, por lo que su eficiencia para enfer-
medades hepáticas por esta vía es realmente limitada y
provoca que el transgene sólo tenga un efecto local que
no logra verse reflejado en hígado.56 El hecho de que los
AAVr no tengan un tropismo particular cuando son ad-
ministrados intravenosamente ha propiciado que las ad-
ministraciones intravenosas se realicen en arteria hepá-
tica y vena porta mostrando niveles de expresión
similares por cualquiera de estas dos rutas.57

El futuro de los adenoasociados se perfila promete-
dor, los estudios actuales encaminados a lograr su total
entendimiento vislumbran que pueden llegar a ser los
vectores virales más socorridos para su uso en proto-
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colos clínicos debido a las facilidades y ventajas que
presentan. Los adenoasociados vienen a resolver mu-
chos de los problemas que atañen a la aplicación de la
terapia génica en humanos, como son la generación de
una baja respuesta inmune, nula patogenicidad y la
posibilidad de una administración única que logre el
efecto deseado. Hace 10 años la terapia génica se veía
como ficción. Ahora, representa una opción real que
puede revolucionar el tratamiento de diversas enfer-
medades cronicodegenerativas.
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