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RESUMEN. La terapia génica se ha visto favorecida
por el desarrollo de un nimero cada vez mayor de vec-
tores, con € findelograr una expresién mas persistente
y una administracion inocua. Dentro de |os vectores vi-
rales los adenoasociados presentan ventajas promete-
doras. Este virus de ADN es capaz de transducir gran
variedad de lineas 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 aplicacién de nuevas metodologias
en la produccién y purificacion de estos vectores ha
mejorado considerablemente la cantidad y calidad de
particulas infecciosas que se generan. En este momen-
to, gracias a los mencionados desarroll os biotecnol 6gi-
cos, la terapia génica es una opcion terapéutica viable
para varias enfermedades crénico-degenerativas.

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

INTRODUCCION

LaterapiagénicaenlosUltimosafiosse haenfocadoala
blsqueda de nuevos vectores para €l transporte de ge-
nes, los cuales tengan una mayor eficaciaen latransfe-
rencia génica, mayor persistencia en la expresion del
material transferido, asi como una alta especificidad al
tipo celular que se desea transferir. Una de las caracte-
risticas masimportantes es que deben ser seguros e ino-
Cuos, que despierten en €l paciente una respuesta inmu-
ne casi nula.

En labulsgueda de | os vectores mas adecuados se han
utilizado diferentes especies de virus cada uno con ca
racteristicas especificas.

SUMMARY. Gene therapy has evolved dueto 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 esta constituido por
unamoléculade ARN. Esto losobligaarealizar € pro-
ceso de retrotranscripcion parasu replicacion. Tienen la
capacidad de integrarse en el genoma del huésped, con
lo que ofrecen la ventgja de una expresion persistente
del transgén, lo que los hace (tiles para su uso en enfer-
medades hereditarias y/o crénicas. Sin embargo, lainte-
gracion en el genoma del huésped es aleatoria, presen-
tando el riesgo (aunque extremadamente bajo) de
mutagénesis insercional debido alaposibilidad de alte-
rar un genvital o un gen supresor de tumor y por lo tanto
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interrumpir su expresion, o bien insertarse en un proto-
oncogén induciendo su activaciéon a oncogén. La gran
desventgja que presenta este tipo de vectores es que solo
son capaces deinfectar célulasendivision. Losretrovirus
recombinantes més usados son los derivados del virus de
laleucemiamurina, |os cual es se modifican parahacerlos
deficientes de replicacion, con lo que se suprime su capa-
cidad de formar particulas virales.!

LENTIVIRUS

Son un tipo de retrovirus con capacidad de integracion
establetanto en célulasen reposo como en divisiéon.t Sin
embargo, la mayoria de ellos derivan de la familia del
virus de lainmunodeficienciahumana(V1H), por lo que
los aspectos referentes ala seguridad bioldgica para su
uso en protocol os clinicos deberan ser considerados an-
tes de su aplicacion.

ADENOVIRUS

Los adenovirus (Ad) son virus de ADN ampliamente
desarrollados en terapia génica; su aislamiento en 1953
a partir de tejidos adenoides de nifios dio origen a su
nombre.? A |os adenovirus recombinantes usados como
vectores se les han eliminado regiones de su genoma
con lafinalidad de inhibir su replicacién. Debido a que
no se integran en el genoma del huésped, estos virus
sblo expresan €l transgén en formatemporal durante su
estancia en la célula. Los adenovirus deben su uso exi-
toso a hecho de su seguridad biol dgica, porque en for-
ma natural en el humano sdlo se les harelacionado con
padecimientos de vias respiratorias. Existen mas de 40
serotipos de adenovirus, de los cuales los tipos 2 y 5
(Ad2y Ad5) son los mas utilizados como vectores géni-
cos.® Su produccion es rel ativamente sencilla, 1o que ha
facilitado una administracion eficiente in vivo. Estos vi-
rus tienen ademéas la capacidad de infectar un amplio
espectro de células eucariotas, tanto en reposo como en
replicacion,* siendo su principal 6rgano blanco el higa-
do (cuando esadministrado por viasistémica), en el cual
logra transducciones de 80-90% en higados de rata sa-
nos y alrededor de 40% en higados cirrdticos por el
model o de intoxicacion por CCl,.° El principal inconve-
niente parasu utilizacion en el envio de genes a 6rganos
o0 tejidos especificos, eslavigorosarespuestainmunol 6-
gicague despiertan, caracterizada por unaintensainfla-
macion, asi como por activacion de linfocitos T cito-
téxicos.® En un intento por aminorar laintensidad de la
respuesta inmune despertada en el huésped por el ade-

novirus se han escindido extensas porciones en el geno-
ma viral produciendo asi los Ilamados adenovirus gut-
less que expresan menos proteinas virales; despertando
por ende una menor respuesta inmunol égica.’

ADENOASOCIADOS

En los Ultimos afios la tecnologia de la terapia génica
se ha centrado en €l desarrollo y estudio de los virus
adenoasociados (AAV) gue reciben este nombre debi-
do aque se les detectd por primeravez como contami-
nantes en preparaciones de adenovirus. Su asociacién
con losAd se debe al hecho de que son defectuosos en
replicacion, y dependen de un virus colaborador (un
Ad o un herpes virus) gque proporcione las proteinas
necesarias para tener dicha funcién.® Pertenecen a la
familia parvoviridae y son del género dependovirus.
Su genoma esta constituido por una cadena sencillade
ADN (positivao negativa) de 4,680 nucledtidos de lon-
gitud. Su genomaes muy sencilloy codificasolamente
parados genes: REPy CAP® |os cuales son sustituidos
por €l promotor y transgén deseado al hacerlos recom-
binantes (Figura 1). Lalongitud minima aceptada para
estos constructos es de 1 Kb y lamaxima ladel geno-
ma nativo (4.7 Kb); porgue constructos de un tamafio
mayor no mantienen una funcién éptima de empaque-
tamiento. El marco de lectura abierta del gen REP (re-
plicacién) codifica para varias proteinas sobrepuestas
como la Rep40, Rep52, Rep68 y Rep78 involucradas
en latranscripcion, replicacién e integracion del geno-
ma, respectivamente.’

El gen CAP (capside) codificaparalas proteinas que
conforman la capside del viridn, conocidas como VP1
(87 Kd), VP2 (73 Kd) y VP3 (62 Kd), las cualesinterac-
cionan con losreceptoresy correceptores celulares para
la internalizacion a través de una endocitosis mediada
por receptor y parael transporte del virion al niicleo ce-
lular.* El marco de lectura abiertadel genomadel AAV
esta flanqueado por dos secuencias terminales |lamadas
ITR's (por sus siglas en inglés) de 145 nucledtidos, de
los cuales 125 forman una estructura secundaria de hor-
quillatipo“T" a tener secuenciapalindrémica. LosITR's
funcionan como primers paralareplicacion del ADN y
la formacioén de la doble cadena, ademéas mantienen la
integridad delos extremos, y en estas regiones selocali-
zan las secuencias que le permiten larecombinaci6n con
el ADN del huésped.’? El virion del AAV no contiene
proteinas de envolturay su ADN sblo se encuentraro-
deado por las proteinas de la capside, las cuales confor-
man una estructura icosahédrica con tamafio de 18-26
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Esguema de un AAV
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Figura 1. a) Los adenoasociados silvestres estén constituidos por
los genes rep y cap. b) En € AAV recombinante estos genes son
sustituidos por €l promotor y el transgén deseado, Ilegando a una
longitud maxima de 4.7 Kb como el genoma nativo. Las secuencias
ITR necesarias para el empaquetamiento e integracion se conser-
van intactas.

nm. Lasdiferencias antigénicas en las proteinas capsidi-
cas dan lugar alos seis serotipos del AAV conocidos
hasta el momento, deloscualesel serotipo dos (AAV 2)
es el que se ha desarrollado en la terapia génica ha-
ciéndolo recombinante.®® Parece ser que segun €l sero-
tipo existe una diferencia en el tropismo a diferentes
tgjidos. Por ejemplo; en €l tejido neurona el AAV2
exclusivamente transduce neuronas, mientrasel AAV5
transduce de 130-3,000 veces més células (neuronas 'y
astrocitos) que el AAV 2,y el AAV4 solo transduce cé-
lulas del epéndimo.415

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

RESPUESTA INMUNE

Hasta el momento no se hadocumentado ningun pa-
decimiento asociado con la infeccion de AAV en hu-
manos; sin embargo, se estima que hasta 80-90% de la
poblacion adulta a nivel mundial es seropositiva a los
AAV, mayormente al serotipo AAV 2. Sin embargo, esta
inmunidad esincompleta porque solo 8% de los huma-
nos expuestos han desarrollado anticuerpos neutrali-
zantes, o que plantea la posibilidad de que los huma-
nos sean susceptibles de una reinfeccién en forma
natural.’® No obstante, con lafinalidad de utilizarlo en
futuros protocolos de terapia génica se han planteado
diversas aternativas en caso de requerirse una readmi-
nistracién de rAAV; como lo es la elaboracion de un
rAAV 2 con proteinas de capside modificadas o €l uso
de un rAAV de serotipo alternativo (el AAV1, entre
otros).Y

Por otro lado, € titulo de anticuerpos neutralizantes
gue se desarrollan depende en gran medida de lanatura-
lezadel transgén, larutay viade administracion, el teji-
do administrado, € grado de contaminacion delaprepa-
racion con el virus colaborador o sus proteinas, asi como
el estado de salud del hospedero. La administracion de
AAV endiversostejidos estudiados no despi ertarespues-
tainmune celular. Se cree que podria deberse aque las
células presentadoras de antigeno de la mayoria de los
tgjidos no son transducidas por los AAV, por |o que no
expresan el producto del transgén ni proliferan en res-
puesta a estimulo antigénico, por o que no se genera
respuestainmune celular.

CUADRO 1
CARACTERISTICAS DE LOSVECTORES BIOLOGICOS UTILIZADOS EN TERAPIA GENICA

Vector Tamafio Ventagjas Desventgjas

AAV 45-60 nm Expresion persistente Tamafio limitado del transgén
Transduce gran variedad de células Produccion en titulos bajos
Evade respuestainmune celular

Ad 90-110 nm No seintegra Elevada respuestainmune
Capacidad para genes grandes Tropismo preferente a higado
Transduce células en reposo o replicacion Expresion temporal
Elevada eficiencia de transduccién Administracion Unica
Retrovirus 123-145 nm Capacidad para genes grandes Transduce sélo células en division

Expresion estable Se integra aeatoriamente

Produccion en altos titulos
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CICLOVIRAL

El ciclo viral delosAAV puede optar por lafase de la-
tencia o bien la fase de replicacion. Si las condiciones
celulares son favorables (coinfeccidn celular con un ade-
novirus, 0 mecanismos celulares de reparacion de ADN
activados) sefavorece laformacion deladoble cadenay
é ciclo litico. En este mecanismo se aprovecha la ma-
quinariaenzimaticacelular dereplicacion del ADN y se
producen |as proteinas necesarias parala generacion de
laprogenie (en el caso delosrAAV seproducelaprotei-
naterapéutica). Por otro lado, se puede |levar a cabo el
ciclo de integracion, donde el ADN del AAV se recom-
binacon e genomadel huésped, permaneciendo en for-
ma |atente hasta una reactivacion posterior, ocasionada
por |os mismos mecanismos que favorecen el ciclo liti-
co (Figura 2).

INTEGRACION

Enformasilvestre, Io0sAAV seintegran preferentemen-
te (60-70%) en el cromosoma 19 de humano, en €l brazo
largo sitio 13.3-4.17 Las proteinas Rep68 y Rep78 reco-
nocen una secuencia de union en la horquilla del AAV
Ilamada sitio AP1, € cual es una secuencia repetitiva
GCTC. Asimismo, en el cromosoma 19 en € sitio espe-
cifico de integracién del adenoasociado se localiza una
secuencia muy similar de GCTC repetitivos conocida
como loci AAVS1. AAVSL y AP1 forman un complego
con las proteinas Rep68/78 gque con su actividad helica-
say endonucleasa sitio-especifica facilitan la recombi-
nacioén parallevar acabo laintegracion.’® LosrAAV pier-
den lacaracteristicadeintegracion sitio-especificaa no
producir las proteinas Rep; sin embargo, una ingeniosa
estrategia se ha desarrollado donde el promotor p5 que
controla las proteinas Rep 68/78 es situado corriente
abgjo de la secuencia codificadora Rep; con esta confi-
guracion la expresion de Rep se silencia, sin embargo,
al formar estructuras circulares, la proteina Rep se ex-
presara facilitando la integracion especifica en el cro-
mosoma 19, lo que daralugar alalinearizaciény deten-
dralaexpresiéon de la proteina.’®

TRANSDUCCION

Lamayoria de los vectores virales transducen las célu-
las en un lapso de horas, sin embargo, los AAV requie-
ren de varios dias a semanas antes de que € vector al-
cancelaformatranscripcionalmente activaenlascélulas
infectadas.

Ciclo viral AAV

Progenie

doble | Y RN @@

cadena

; Reactivacion
viral eactivaciol

Genoma ssDNA

Figura 2. El ciclo viral de los adenoasociados puede tomar la
fase litica o deintegracion. a) Después de la liberacion del ADN
del adenoasociado se lleva a cabo la sintesis de |a doble cadena,
este ADN puede quedar en forma episomal como estructura de
concatdmero y expresar sus proteinas 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 dafio al ADN celular o una infec-
¢ion de un adenovirus o virus herpes reactivan al adenoasociado
Ilevandolo a expresar sus proteinas y entrar al estado de
replicacion.

En model os animales de murinos y primates el por-
centaje maximo de transduccion paralamayoriadelas
células se presentaentrelas seisy 10 semanas,'*2° man-
teniéndose la expresion del transgén constante a partir
de ese momento y hasta por aproximadamente dos
anos.# La eficacia de transduccion varia dependiendo
del promotor, del tejido transducido y de la via de ad-
ministracion. Algunos investigadores reportan que la
transduccion del rAAV se ve favorecida si lacélula se
encuentraen el estadio Sdel ciclo celular.?? Este feno-
meno se ha observado en células musculares, sin em-
bargo, en otro tipo de células como las hepéticas no se
presentan un efecto similar.?®

El proceso de transduccion comienza con el recono-
cimiento de lacéula 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 adhesion del viridén ala membrana ce-
lular y el proceso de infeccion.?* La internalizacion del
AAV sevefavorecidapor laaV 5 integrinay el recep-
tor tipo 1 del factor de crecimiento defibroblastos (FGF-
1) que actllan como correceptores en algunos tipos par-
ticularesde células.®>% El AAV escapadel fagolisosoma
y llegaal ndcleo por mecani smos alin desconocidos. Una
vez en €l nlcleo € paso limitante en €l proceso detrans-
duccién eslasintesis de ladoble cadena.?” Una proteina
producida por la célula huésped Ilamada ssD-BP (pro-
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teina de unién ala secuencia D) interactlia de manera
preferentemente con la secuencia D(-) localizada en el
ITR 3 del rAAV formando un complejo que bloguea
€l inicio de lareplicaciéon del ADN viral desde su ex-
tremo OH 3". Esta proteina se encuentra fosforilada en
susresiduos de tirosina por la actividad de tirosina cina-
sadel receptor a factor de crecimiento epidermal celu-
lar y en este estado es capaz de inhibir la sintesis de la
segundacadenadel rAAV.% Sin embargo, lacoinfeccion
conunAdsilvestre, el tratamiento con hidroxiureao con
genestein (inhibidor especifico de cinasas detirosina) o
inclusive la sola expresién de la proteina Ad4 Orf6 cau-
sa la defosforilacion de estos residuos, y con esto un
cambio conformaciona de la proteina ssD-BP, con lo
gue extremo OH 3" queda expuesto y listo para usarse
como primer (iniciador) paralasintesis del ADN viral.
De esta manera se logra un incremento en la expresion
del transgén e inclusive la replicacién auténoma de los
AAV silvestres.

Latotalidad de los factores requeridos paralaforma-
cion de ladoble cadenade ADN no estan del todo esta-
blecidos, por 1o que este paso no ha podido ser comple-
tamente manipulado. Se conoce que la transduccion
puede ser inducida hasta 5-10 veces por diversos facto-
res entre los que estan:

1. Coinfeccién con un adenovirus o un plasmido que
contenga la secuencia E4 Orf6.2"2°

2. Exposicién de lacélula huésped a agentes genotoxi-
cos tales como radiacion UV o y.303

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

Aungue los rAAV transducen gran variedad de teji-
dos, la€ficienciadetransduccién variaconsiderablemen-
te de un tipo celular a otro; en el caso de musculo, los
porcentajes de transduccién son de 10-20%;* mientras
en higado y rifion solo se ha detectado un méaximo de 5-
10%.%¢ Esta eficiencia dispar en latransduccién esta de-
terminadaen ciertamedidapor el grado defosforilacion
delaproteinacelular ssD-BP, asi como por |a abundan-
ciaen lamembranacelular de los correceptores necesa-
rios paralainternalizacion del virion.

Unavez superadalalimitante delasintesis delasegun-
dacadena, e AAV puedeintegrarse 0 bien permanecer epi-
somamente. Cuaquierade estas opcionesllevaalatrans
cripcion ddl transgén y ala expresion de la proteina

Los concatdmeros son estructuras formadas por la
union cabeza-cola de dos 0 mas rAAV através de una
recombinacion enlosITR's, logrando estructuras linea-
les o bien circulares. Los concatdmeros parecen ser la

estructuraidoneadelosAAV dentro delacéulainfecta-
da; y pueden encontrarse de formaintegrada (lineales) o
episomal (circulares) (Figura 3). Laformacién de con-
catameros ha sido demostrada a través de la observa-
cion de“ concatdmeros hibridos’ de dos diferentestipos
de rAAV, lograndose la transduccion y expresion de
ambas proteinas.®” L os concatameros episomal es son los
responsables de un alto porcentgje ([70%) de la expre-
sién del transgén, porque la estructura circular de doble
cadena es sumamente estable y es capaz de expresar la
proteina, de una forma constante y por largos periodos
de tiempo.*®

PRODUCCION

Las metodologias en la produccion de las particulas in-
fecciosas de rAAV se han mejorado, las mas desarrolla-
das son lasque requieren transfeccion alineas celulares.
Entrelasdiversas metodol ogias utilizadas se cuentan las
siguientes:

Clasica

Un cultivo de células es infectado con Ad o herpes vi-
rus, los cuales proveen al AAV las funciones de replica
cién en las cua es es defectuoso. Posteriormente, las célu-
las son transfectadas con un plédsmido circular de ADN
gue contienelosgenesrepy cap del AAV y con otro plas-
mido no homdlogo con las secuencias ITR y € transgén.
Después de la cosechade losAAV, los virus colaborado-
resremanentes como contaminantes deben ser removidos
por algunatécnicade purificacion, como esHPLC, y se-
paracién por gradientes de cloruro de cesio u otra.

Transfeccion triple

Esta técnica se usa para eliminar la posibilidad de
contaminacion con AAV silvestres. Consiste en trans-
fectar simultdneamente tres plasmidos. uno que contie-
ne exclusivamente | as secuencias de replicacion del vi-
rus colaborador, otro con el vector del AAV que contiene
losITR Yy lasecuenciadel transgén y un tercero que co-
difica para las proteinas rep y cap necesarias para las
particulas virales del AAV (Figura 4).

Delasestrategias dependientesdelineas celulares pro-
ductoras podemos mencionar las siguientes opciones:

1. Céulas productoras. células modificadas genética-
mente para que expresen en forma estable |os genes
repy cap; son infectadas con unAd silvestrey unAd
hibrido que contiene el gen terapéutico deinterésflan-
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Estructuras concatameros
Cabeza Proteina A Cola Cabeza Proteina B Cola
Cabeza
v
Proteina A ProteinaB  Cabeza Cola Cabeza
W I il - m m E m NNy
Genoma del huésped Co ch
Proteina A Proteina B Genoma del huésped
Cola
Episomal Integracion

Figura 3. Lasestructurasde concatameros son formadas por la unién cabeza-cola dedoso masgenomasde adenoasoci dadosa través de unarecombinacion
delosITR’s. Las estructuras episomal es son circulares mientras las estructuras lineales se forman en la integracion al genoma huésped.

gueado por las secuenciasdelos ITR del AAV y las
secuencias ITR del Ad. Los Ad producidos son re-
movidos de la preparacién por una purificacion sub-
siguiente.

2. Unalinea celular que expresa constitutivamente €l
cassette del transgén-ITR del AAV esinfectada con
un herpes virus recombinante que provee las funcio-
nes de replicacion necesarias para e AAV; mientras
las secuencias Rep/Cap le son proporcionadas en
trans. Debido aque el HV recombinante no es com-
petente en replicacion, una purificacién especifica
no es indispensable.

Sin embargo, ninguno de estos protocolos ha podido
solucionar una de las mayores desventgjas que presen-
tan losAAV, gue es el hecho de que no se puede produ-
cir en grandes titulos como se requiere para su empleo
en protocolos clinicos.®

PURIFICACION
Paralaproduccion de grandes titul os de particulas vira-

les, ademas del método de preparacion, influye el méto-
do de purificacién en la cantidad de particulas infeccio-

sas obtenidas. El método de purificacion es uno de los
pasos cruciales en la cantidad de particulas infecciosas.
Existen varios métodos parala purificacion de AAV en-
tre los que estan los siguientes:

Gradientes diferenciales en cloruro de cesio

Fue € primer método descritoy el més utilizado hasta
el momento. Este método presenta desventajas parala
purificacion de AAV porque disminuye lainfectividad
de las particulas virales de manera proporcional al nu-
mero de horas gque éstas pasan en el CsCl. Esta meto-
dologia involucra hasta 72 horas de exposicién de las
particulas al CsCl, por lo que €l radio de copias de ge-
noma/particul as infecciosas se ve incrementado. Ade-
mas, las preparaciones resultan con contaminacion de
proteinas no-viralesy se presentan variaciones de estos
factores de lote a otro.

I odixanol/Purificacion por columna
Esta metodologia combina el uso de la ultracentri-

fugacion utilizando el iodixanol, en lugar del CsCl y
una purificacién por afinidad en una columnade hepa-
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Figura 4. Latriple transduccion es el método de eleccion para la produccion de adenoasociados. Consiste en la transduccidn simultédnea en
células 293 de tres plasmidos: uno con la secuencia de las proteinas Rep y Cap del AAV; otro con la secuencia delas proteinas necesarias para
la replicacion provenientes del virus colaborador y un tercero con el constructo del transgén deseado.

rina. La pureza y cantidad de las particulas de AAV
son similares a las abtenidas por HPLC y purificacion
por columna.

Cromatogr afia liquida de alta resolucion (HPLC)

Con €l uso de estatecnol ogia se logra obtener prepa-
raciones con alta pureza proteicay con mas particulas
infecciosas que con el método convencional de CsCl. A
pesar de que este proceso se realiza en menor tiempo,
presentalaenorme desventgjade que serequiere de equi-
poy personal altamente especializado, |os cuales no es-
tan a disposicidn de muchos |aboratorios.

Purificacién por columna

Hastael momento resultaser laméasrapiday presenta
un indice de pureza adecuado, mayor tasa de particulas
virales/particulas infecciosas, asi como buena reprodu-
cibilidad. Basasu fundamento enlaafinidad delosAAV
alaheparina.®

PROTOCOLOSEXITOSOSQUE UTILIZAN
AAV COMO VECTORES

Hasta el momento se han Ilevado a cabo varios proto-
colos experimentales que han tenido éxito debido a
una expresion sostenida de la proteina transgénica.
Entre ellos se pueden mencionar |0s siguientes pade-
cimientos:

Hemofilia A

Este padecimiento hereditario se debe a la deficien-
ciadd factor VIl1 delacoagulacion, con unavidamedia
de s6lo 12 horas, por |o que su administracion en episo-
dios hemorragicos y/o como prevencion hace que las
infusiones sean impracticas. Ratonesinmunocompeten-
tesfueron transducidosviavenaportacon un vector AAV
conteniendo el gen humano modificado del factor VIlI
(hFVII1). Latransduccion de los hepatocitos se detectd
alas cuatro semanas manteni éndose unaexpresi én cons-
tante delaproteinahastapor masde 11 meses. Losnive-
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les de expresion fueron 1-2% mayores de |los normales
en el humano.”

Hemofilia B

La enfermedad se caracteriza por |la deficiencia del
factor 1X de la coagulacion. Mediante la aplicacién de
un constructo de adenoasociado conteniendo e factor
IX humano (rAAV.EFa 1.hFIX) via vena porta, se man-
tuvo laexpresion de laproteinaen |os hepatocitos por 8-
10 meses y niveles detectables en plasma de este factor
por 35 dias, con un incremento del 1-2% del factor 1X
plasmético.* Por otro lado, €l resultado més prometedor
ha sido obtenido de modelos murinos hemofilicos. La
administracion de otro constructo el rAAV.LPS.cFIX via
vena porta corrigio € desorden hemorragico, logrando
sostener la expresion del factor 1X en niveles funciona-
les hasta por més de cinco meses, presentando pruebas
funcionales como tiempo de protrombinay lapruebadel
clip mejoradasy cercanasa normal por el mismo perio-
do de tiempo.*?

Enfermedad de Fabry

La enzima lisosomal a-galactosidasa A (a-gal A)
esresponsable de lahidrélisis del enlace a-galactési-
do terminal de varios glicolipidos, como la globo tri-
asil-ceramida (Gb3), también conocida como trihexo-
sida ceramida. La deficiencia de la enzima conduce a
la acumulacion de Gb3 en el endotelio de los vasos
sanguineos de rifién, higado, corazén, bazo y plasma
de los pacientes que la sufren. Latransduccion de las
células hepéticas de ratones Fabry con el rAAV.EF1-
0.AGA via vena porta logré producir la proteina 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 acimulo de Gb3 en varios teji-
dos como higado, bazo y corazén.*®

Ceguera infantil

La ceguera infantil es una enfermedad causada por
varias degeneraciones retinales, de las cuales la més
severaes laamaurosis congénita de Leber (LCA); que
ocasionacegueracasi total enlainfanciateniendo como
origen mutaciones en el gen de la proteina RPE65 in-
volucrada en el metabolismo de retinoides, cuya defi-
ciencia conlleva ala acumulacién de ésteres transreti-
noicos, alteracion de los fotorreceptores, inclusiones

en el epitelio de laretinay lenta degeneracion retinal.
Un modelo animal natural de esta patologiaes el perro
RPE65", que tiene una delecion de 4 pb en € gen, lo
gue genera un codon de paro prematuro que trunca la
proteina. Este modelo presenta alteraciones similares a
|as apreciadas en los humanos con LCA. Laadministra
cion subretinal de un AAVT portando € gen RPEGS sil-
vestre, restaurd lavision del canino, monitoreada por la
amplitud de las ondas a (fotorreceptores) y ondas b (cé-
lulas bipolares), las cuales alcanzan intensidades simi-
laresalas normales. Por pupilometria, lacontraccion de
la pupila se situ6 en un rango medio entre la respuesta
de un animal norma y uno no tratado. Cuatro meses
después de laadministracion laevaluacién visual cuali-
tativa fue consistente con los resultados electrofisiol 6-
gicos, en donde |os animal es tratados que alcanzaron €l
grado de “vistanormal” evitaron los objetos colocados
enfrente y a la derecha de €ellos (lado de la administra-
cion), pero consistentemente chocaron con los objetos a
suizquierda.*

TERAPIA GENICA PARA ENFERMEDADES
HEPATICAS. USOS DE VECTORES
ADENOVIRALESY ADENOASOCIADOS

Los diversos protocolos de terapia génica existentes para
las enfermedades hepéticas se basan en su mayoriaen
uso de adenovirus y adenoasociados como vectores géni-
cos. Laprincipa patologia atratar con estas estrategias es
lacirrosis hepédtica, la cud es d resultado de un padeci-
miento crénico caracterizado por laformacion de unacica
triz fibrética que reemplaza a la matriz extracelular nor-
mal. Es una de las principales causas de morbilidad y
mortaidad anivel mundia y su etiologiaincluyeinfeccio-
nes viraes (HCV, HBV), consumo excesivo de alcohol o
de farmacos hepatotdxicos. La estrategiaidea parad tra
tamiento de la cirrosis debe incluir prevencién de fibrogé-
nesis, estimulacion de la regeneracion hepatocelular y de
lareorganizacion de laarquitectura hepética.

ADENOVIRUSEN ENFERMEDADESHEPATICAS

L os adenovirus son reconocidos por su elevado tropis-
mo hepatico cuando son administrados por via sistémi-
€a, numerosos estudios que utilizan genescomo MMP1,
HGF, nNOS,*“" incluidos |os de nuestro grupo con los
genes terapéuticos de uPA humano y MMP-8%4 han
demostrado una eficiente transduccion en higados de
ratas cirrdticas por tetracloruro de carbono de hasta40%
y de 10% en ratas cirréticas por LDB; mientras en ratas
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sanas se detectd una transduccion de 80-90% al utilizar
una dosis de 3 x 10" pv/rata via vena iliaca de un
Ad5.LacZ,® lapoblacién celular que logra ser transduci-
da es hepatocitos, células endoteliadlesy células estela-
res hepdticas, habiendo una disminucion de aproxima-
damente 10% en latransduccion visualizadaen lasratas
cirréticas respecto alas sanas.*’

En rat6n sereportaunatransduccién hepéticade 40%
en animales sanos, 80% en cirréticos y 40% en un mo-
delo de hepatitis fulminante para una dosis de 4 x 10°
pfu/ratén por vena de lacola.®

En los diversos modelos experimentales de cirro-
sisexistentes, diversas vias de administracion han sido
usadas, por ejemplo, vena femoral en ratas cirréticas
por administracion intragastrica de CCl, y por LDB
en un titulo de 1.5 x 10" pfu/kg que logra una expre-
sion considerable de la enzima nNOS cuya actividad
logra reducir laresistenciaintrahepéticay la presién
portal.*” En el modelo de ligadura de ducto biliar
(LDB); con el gen de SMAD 7 administrado por |la
vena portay lade la colalogra bloquear la sefializa-
ci6n de TGF-[3;% mientras un mARN antisentido para
TGF-B1 administrado en dosis de 1x10% pfu/kg se
expresa 800 veces mas que su contraparte endogena,
los dos tratamientos suficientes parareducir laexpre-
sion de colagenay de a-SMA, marcadores de la ac-
tividad de las células estelares principales responsa-
blesdelafibrogénesis hepética.>? Por otro lado, estudios
coninterferon-a (IFN-a) de rata como gen terapéutico
acarreado en un vector adenoviral y administrado in-
travenosamente en ratas cirréticas segin el modelo de
dimetilnitrosamida, logran através de la expresion del
IFN-a prevenir la evolucion de la cirrosis hepética en
este modelo.%

Otras vias de administraciéon han sido evaluadas
para una expresion hepética, por ejemplo la adminis-
tracion de la enzima succinato semialdehido deshi-
drogenasa (SSADH) cuya deficiencia ocasiona una
acumulacioén letal de y-hidroxibutirato (GHB); admi-
nistrada en adenovirus de primera generacion por via
intraperitoneal y retroorbital logra expresarse a nivel
hepatico con una actividad de 20% y una disminu-
cién hasta de 80% del acimulo GHB en higado, ri-
fién, suero y cerebro.>

En nuestro grupo de trabajo | as estrategias terapéu-
ticas paralacirrosis hepatica con |os genes de MM P-
8%y hAUPA“ en vectores adenovirales han resultado
exitosas y se perfilan como opcidn viable y efectiva
para el tratamiento de esta patologiay otras con me-
canismos fisiopatol dgicos similares de los procesos

fibréticos. En el caso de higado, la principal desven-
taja de los adenovectores consiste en la elevada res-
puestainmuney la cortalongitud de la expresion gé-
nica lograda con nuestros constructos. Parametros
tales como contenido de colagena, analizado por la
cuantificacion de HyP, expresion de genes de colage-
na, MMP's y sus inhibidores (TIMP's) presentaron
mejoras notables con lostratamientosde uPA y MMP-
8. El andlisis morfométrico asistido por computadora
revela una reduccion de 80% de la cicatriz fibrotica
en los modelos de cirrosis por intoxicacion crénica
de CCl,, tratados con hAuPA. Posteriormente, nues-
tro grupo demostrd que el efecto coadyuvante de te-
rapia génica mas cirugia resulté6 en mejoria notable
para aliviar la cirrosis producida por obstruccion de
las vias biliares, entidad nosolégica semejante a la
cirrosis biliar secundaria en €l humano. Asi, €l trata-
miento con hAuPA logré reversion de la fibrosis de
25.8% en el modelo de cirrosis por obstruccion, y 42-
56% mas anastomosis biliodigestivay mejorias nota-
bles en la circulacion colateral . En el caso del gen
dela colagenasa de neutrdéfilos (MMP-8) | as reducciones
logradas fueron de 30-60% para € modelo de CCl*y de
45% para LDB junto con anastomosis. Buscando siem-
pre la mg ora continua, innovamos hacia la introduccion
de estos cassettes de expresion en vectores adenoasocia
dos, con lo que pretendemos incrementar la persistencia
delaexpresion con nularespuestainmune, dgjando abierta
laposibilidad de readministraciones, |o que posiblemente
genere efectos alln més notables en la reversion de los
indicadores de fibrosis y en los signos y sintomas de la
cirrosis hepética.

ADENOASOCIADOSEN ENFERMEDADES
HEPATICAS

L os adenoasociados son preferentemente administrados
intramuscularmente, por 1o que su eficiencia para enfer-
medades hepaticas por esta via es realmente limitada y
provoca que el transgene sdlo tenga un efecto local que
no lograverse reflejado en higado.® El hecho de que los
AAVr no tengan un tropismo particular cuando son ad-
ministrados i ntravenosamente ha propiciado que las ad-
ministraciones intravenosas se realicen en arteria hepa
tica y vena porta mostrando niveles de expresién
similares por cualquiera de estas dos rutas.®

El futuro de los adenoasociados se perfila promete-
dor, los estudios actual es encaminados alograr su total
entendimiento vislumbran que pueden llegar a ser los
vectores virales mas socorridos para su uso en proto-
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colos clinicos debido a las facilidades y ventajas que
presentan. Los adenoasociados vienen a resolver mu-
chos de los problemas que atafien ala aplicacion de la
terapia génica en humanos, como son la generacion de
una bagja respuesta inmune, nula patogenicidad y la
posibilidad de una administracién Unica gque logre el
efecto deseado. Hace 10 afios la terapia génica se veia
como ficcion. Ahora, representa una opcion real que
puede revolucionar el tratamiento de diversas enfer-
medades cronicodegenerativas.
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