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Terapia génica
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RESUMEN

La terapia génica es una estrategia terapéutica que implica la introduccion de material genético en los pacientes, con la finalidad de
corregir las deficiencias celulares expresadas en el fenotipo y sanar enfermedades hereditarias o adquiridas. La terapia génica es de
gran esperanza para los pacientes que padecen alguna alteracion genética u otra enfermedad ya que se puede sustituir el gen alterado
por otro normal. La transferencia de genes se realiza por medio de vectores; estos son sistemas que se utilizan en el proceso de trans-
ferencia de un gen exdgeno a la célula facilitando la entrada y la biodisponibilidad intracelular del mismo. Los vectores se dividen en 1)
virales: retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados y otros; 2) no virales: bombardeo de particulas, inyeccion directa de ADN, liposomas
catiénicos, transferencia mediante receptores, entre otros. Las principales aplicaciones de la terapia génica son: 1) enfermedades here-
ditarias: hemoglobinopatias, inmunodeficiencias, etc; 2) cancer; 3) enfermedades autoinmunitarias: artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico; y 4) otras como las infecciones: SIDA, las cardiopatias isquémicas y otras. Muchas de las enfermedades genéticas y adquiridas
son potencialmente tratables con terapia génica; sin embargo, esta terapéutica ha tenido grandes dificultades. Se han realizado estudios
de fase | y Il con diversos vectores virales y no virales, pero hay problemas por resolver, como la eficacia y la respuesta inmunitaria del
huésped, ademas de su inocuidad. La terapia génica sigue siendo la esperanza para el tratamiento futuro de varias enfermedades. Se
espera que el progreso de la tecnologia y los nuevos vectores mejoraran la eficacia e inocuidad de esta terapia.

Palabras clave: terapia génica, vectores virales, vectores no virales, cancer, artritis reumatoide, SIDA, cardiopatia isquemica.

ABSTRACT

Gene therapy (GT) is a therapeutic strategy characterized by introduction of genetic material into a patient with the goal of correcting
cellular deficiencies expressed at phenotype level and to cure hereditary and acquired diseases. GT constitutes a great hope for patients
who suffer some genetic disturbance or any other disease, since an altered gene can be replaced by a normal one: The transfer of genes
is made through vectors, which are systems used in the process of transferring one exogen gene into a cell, facilitating the entrance and
intracellular bioavailability of it. Vectors can be classified as follows 1) viral as the retrovirus, adenovirus, adeno-associated virus and others.
2) Non- viral as the particle-mediated up take, direct injection of DNA, cationic liposomes, transfer trough receptors, among others. The
main applications of GT are: 1) Inherited disorders: hemoglobinopathies, hereditary immunodeficiency, etc., 2) cancer, 3) autoimmune
diseases: Rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus, and 4) others like infections (AIDS), ischemic cardiopathy. Many of the
genetic and acquired disease are potentially treatable by GT. However, this treatment has had great difficulties. Some studies phase | and
Il with diverse viral and non-viral vectors have been performed; but yet these are many problems that need to be solved like the efficiency
and the host immune response as well as its safety. GT is still a hope for the future treatment of many diseases. It is expected that with
the development of technology and new vectors, the efficiency and safety of GT viral improve.

Key words: gene therapy, viral vectors, non viral vectors, cancer, rheumatoid arthritis, AIDS, ischemic cardiopathy.

a terapia génica es una estrategia para el
tratamiento de diferentes enfermedades here-
ditarias, infecciosas, cancer, autoimmunitarias,
entre otras. Esta terapia estd vinculada con
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diferentes areas médicas, como la biologia molecular,
la genética, la virologia, la bioquimica y la biofisica que
hacen posible su progreso.

La terapia génica implica la introduccién de material
genético en los pacientes, con la finalidad de corregir
las deficiencias celulares expresadas en el fenotipo para
sanar las enfermedades hereditarias o adquiridas. Esta
terapia incluye a la transferencia génica con el propésito
médico de prevencidn, diagnostico y terapéutica.’

DESARROLLO DE LA TERAPIA GENICA

Varios descubrimientos en la biologia molecular han
contribuido al progreso de la terapia génica. Al inicio,
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se efectud la introduccién de genes en levaduras y célu-
las de mamiferos en cultivos tisulares; posteriormente,
la experimentacién en ratones. Mediante la técnica del
ADN recombinante, éste se inyecta e incorpora a los
cromosomas de algunas células embrionarias, seguido
de la proliferacidn y diferenciacion en células tisulares
adultas. Se han realizado estudios en los que el ADN
extrafo puede incorporarse a la linea germinal. Con
la clonaciéon de los genes fue posible microinyectar el
ADN deseado en embriones de ratén. El desarrollo de
ratones transgénicos y los transgenes (ADN inoculado
a estos ratones) ha sido un avance muy importante en
la terapia génica.?

METODOS DE TRANSFERENCIA DE GENES

Los métodos de transferencia de genes se dividen
en: 1) métodos ex vivo, en la que los genes se trans-
fieren a células que posteriormente se introducen en
el paciente; y 2) métodos in vivo, donde los genes se
introducen directamente en los tejidos.

La transferencia de genes se realiza por medio
de vectores. Estos son sistemas Utiles en el proceso
de transferencia de un gen exégeno a la célula, que
facilitan la entrada y la biodisponibilidad intracelular
del mismo. Los vectores se dividen en virales y no
virales.>* El cuadro 1 muestra las caracteristicas de
los métodos de transferencia de genes.

Vectores virales
Los mas estudiados son los retrovirus, los adenovirus, los
virus adenoasociados y el herpes virus, entre otros.

Retrovirus
Los retrovirus contienen ARN de cadena sencilla
como genoma viral. Durante el ciclo viral, el ARN se
transcribe a la inversa para producir ADN de cadena
doble (mediante la accién de la enzima transcriptasa
reversa) que se integra al genoma de la célula hos-
pedadora y se expresa en periodos prolongados. El
genoma de los retrovirus incluye tres genes estruc-
turales: el gag (antigeno especifico de grupo), el pol
(enzima transcriptasa reversa polimerasa) y el env
(proteina de la envoltura del virus).>®

La mayor parte de los retrovirus pueden integrarse
s6lo en las células que se replican, aunque el virus

Cuadro 1. Comparacién de métodos de transferencia génica

Perfil Retrovirus  Adenovirus  VAA** No virales

Eficiencia del Moderada  Alta
gen transferi-
do*

Moderada  Baja

Estable vs. Estable Transitoria Estable Transitorio
transitorio

Expresion del Variablef Variablef Variablef Variable
gen

Inmunogeni- Baja Moderado Baja Baja
cidad

Toxicidad in Baja Baja Baja Baja

vitro

Titulos Bajo Altos Ver comen- -

tarios
Requiere Disminuciébn Prepara- Facil de pro-
replicacion de la inmu- ciones con ducir, menor
celular nogenicidad titulos altos seguridad

es dificil; re-

quiere repli-

cacion viral.

Comentarios

* Puede ser variable dependiendo del tipo celular.

9l La expresién genética depende de los promotores especifico y
del tipo de células.

** VAA: virus adenoasociado.

de la inmunodeficiencia humana parece ser la excep-
cién. Esta propiedad de los retrovirus restringe su
uso como vector en la terapia génica. Los retrovirus
tienen importancia por la capacidad de producir
tumores en animales.>®

Adenovirus
Los adenovirus contienen ADN, su genoma es
grande y de organizacién mas compleja que la de
los retrovirus. Los adenovirus ocasionan infecciones
de las vias respiratorias, la conjuntiva y el conducto
urinario e intestinal. En la actualidad, se estudian
como vectores genéticos para la terapia génica y para
inmunizaciones contra otros agentes patégenos.”

Los vectores de los adenovirus son mas grandes
y complejos que los retrovirus y los virus adenoa-
sociados. La principal ventaja de los vectores de
adenovirus, es su capacidad de transferir el gen
episomal de forma eficiente en varios tejidos y cé-
lulas, faciles de producir en grandes cantidades. La
desventaja es que la respuesta del hospedador al
virus puede limitar la duracién de la expresién y la
capacidad de repetir la dosis.’
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Virus adenoasociados (VAA)

Los virus adenoasociados son pequefos, simples,
no auténomos y contienen ADN lineal de cadena
sencilla. Estos virus requieren de la coinfeccién con
adenovirus u otros para replicarse. La organizacién
de su genoma es simple e incluye dos genes: el rep
(proteinas implicadas en la replicacion) y el cap (pro-
teinas estructurales).

Los vectores (base) de los virus adenoasociados
son simples y contienen sélo las secuencias viricas de
repeticiones terminales. La produccion de los vectores
de estos virus es amplia y lleva consigo la introduccion
en la célula hospedadora, no sélo del propio vector,
sino también de un plasmido que codifica rep y cap
para suministrar las funciones del virus ayudante.

La ventaja de los vectores de los virus adenoaso-
ciados es su capacidad de expresion a largo plazo
en células que no se dividen, quizad porque el ADN
virico lo integra. Desde el punto de vista estructural,
los vectores son simples y pueden provocar menos
respuesta en la célula hospedadora que los adenovi-
rus. La desventaja es que los vectores son dificiles de
producir en grandes cantidades.®

Herpes virus

La familia Herpesviridae incluye al herpes simple, el
Epstein-Barr, varicela zoster y el citomegalovirus;
compuestos de ADN bicatenario.

Las ventajas de los vectores génicos del herpesvirus
son su capacidad de llevar grandes secuencias inser-
tadas de ADN extrafio, y su aptitud para ocasionar
infecciones latentes de larga duracion, en las cuales el
genoma del virus es un episoma con efectos no aparen-
tes en la célula hospedadora. Como los retrovirus, el
grupo de herpes virus (herpesvirus-y) tiene el potencial
de distribuir genes a células pluripotentes y a su pro-
genie diferenciada. La desventaja para el uso de estos
virus en la terapia génica, es que los herpesvirus-y se
relacionan con efectos linfoproliferativos y en algunos
casos malignidad. En contraste con los gamma-herpes
virus, el virus del herpes simple y otros alfa-herpesvirus
es que no pueden mantener una infeccién latente en cé-
lulas en division. Algunos problemas de estos vectores
son la dificultad de mantener la expresiéon prolongada
del gen terapéutico y la eficiencia de la infeccién es mas
0 menos baja cuando se le compara con otros sistemas

virales. En la actualidad, el herpes simple se estudia
como vector en la terapia génica.?

Vectores no virales: este método incluye el bom-
bardeo de particulas, la inyeccién directa de ADN, los
liposomas cationicos, la transferencia de genes median-
te receptores, los receptores de asialoglicoproteinas,
entre otros.

Bombardeo de particulas: es un método efectivo,
donde se transfieren genes in vitro e in vivo, en el cual
el plasmido de ADN se cubre (1-3 u de didmetro) con
gotas de tungsteno. Estas particulas son aceleradas por
la descarga eléctrica (de un aparato o por pulso) y se
disparan al tejido.

La técnica menos invasora es con el bombardeo
de particulas directo sobre la piel. La fuerza fisica del
impacto supera la barrera de la membrana celular; sin
embargo, las caracteristicas de rigidez de los diferentes
tejidos, la procedencia del ADN extrafo y la capacidad
de transcripcion intrinseca ocasionan grandes varia-
ciones en la expresion de los genes en conjunto. Los
experimentos en la epidermis de rata, los tejidos mus-
culares, el higado y el pancreas, han demostrado que
el ADN extrafo de las células no se integra al genoma
de las células hospedadoras, ya que es un episoma
relativamente inestable. Esto puede tener aplicaciones
limitadas en la terapia génica.>®

Inyeccién directa del ADN: por este método, el
ADN o ARN se inyecta de manera directa en el tejido
deseado. Este es un método simple, econémico y no
toxico comparado con la infeccién mediante el virus.
Tiene como ventaja importante llevar largas cadenas
de ADN; sin embargo, los niveles y persistencia de
la expresién de los genes son cortos (ocho dias). Esta
tecnologia puede ser potencial como procedimiento
de vacunacion y expresion de genes a un nivel bajo,
suficiente para obtener respuesta inmunoldgica.?

Liposomas cationicos: esta técnica se basa en las
propiedades de cargas eléctricas catidnicas del ADN,
de los lipidos catidnicos y de la superficie celular. Si-
milar a la funcién de las histonas (proteinas con carga
positiva que compactan el ADN), los lipidos catidnicos
interactian con las cargas negativas del ADN y lo
condensan. El exceso de cargas negativas permite a
los trasportadores catidnicos la interaccion (mediante
enlaces electrostaticos) con las cargas negativas que
tiene la membrana celular.
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Transferencia de genes mediante receptores: con
esta técnica, lo mismo que en los vectores viricos,
se trasplantan al transportador de los ligandos las
moléculas que reconocen los receptores del tipo
celular elegido.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS DE LA
TRANSFERENCIA GENICA

Estrategias ex vivo

Este tratamiento incluye la obtencion previa de cé-
lulas de un tejido u érgano del paciente. Después,
se hace la separacién de las células y se cultivan en
tejidos in vitro y las células son transfectadas por
el gen terapéutico utilizando un vector. Las células
transfectadas se seleccionan en funcién de su capaci-
dad para expresar el gen exégeno de forma estable y
persistente. Las células seleccionadas se amplifican,
se recolectan y se reimplantan en el paciente.’?

Estrategias in vivo

Este tratamiento consiste en la administracién sisté-
mica de la construccion génica de interés. Aunque el
ADN puede administrase de manera directa, por lo
general se utlizan vectores que facilitan el proceso
de transferencia del gen y permitan la entrada y
localizacion intracelular del mismo, de tal manera
que se obtenga un gen funcional. Es importante usar
vectores con destinos especificos dentro del orga-
nismo para permitir la entrega celular selectiva del
gen en un determinado 6rgano o tejido, sin requerir
procedimientos quirdrgicos.'?

Otras estrategias

La terapia génica implica la manipulaciéon de las
células mediante procedimientos que reparen e
incorporen nuevos genes a la célula, asi como blo-
quear e inhibir la sobreexpresién de los mismos con
propdsitos terapéuticos. Estas estrategias incluyen:
oligonucleétidos antisentido, reparacién génica me-
diante oligonucleétidos, ribozimas, entre otras.'?

Oligonucledtidos antisentido

Los oligonucleétidos son secuencias cortas de acidos
nucleicos disefiados para unirse a secuencias especifi-
cas de AND o ARN. Los oligonucleétidos antisentido

son complementarios de secuencias especificas de
determinado ARN mensajero (secuencia antisentido).
Las estrategias antisentido tienen gran potencial
terapéutico para inhibir la expresién de genes en
padecimientos como el cancer, autoinmunitarios e
infecciosos (SIDA). Sin embargo, la utilidad clinica
se ve limitada porque su vida media es corta en la
circulacién sistémica y por la dificultad de acceder
con actividad funcional al citoplasma o al nucleo
celular.’o"

Reparacion génica mediante oligonucleotidos

Esta técnica efectua la reparacidon de genes cuya alte-
racion se origina por mutacion puntual conocida; el
propdsito es activar de manera selectiva los mecanis-
mos celulares de reparacion del ADN en el sitio de la
mutacion.

Ribozimas

El término ribozima se refiere a las moléculas de
ARN con actividad enzimatica. Se han identificado
varias enzimas con actividad catalitica que reaccionan
con sustratos de ARN. Estas reacciones ejecutan la
ruptura y union de las cadenas en sitios especificos.
Las ribozimas necesitan iones metdlicos con carga
divalente (como el magnesio), para participar en la
reaccidon quimica. Diferentes centros cataliticos de la
ribozima se incorporan al ARN antisentido y le dan la
capacidad de aparearse con el ARN diana (sustratos
para dichos centros) en sitios especificos. Una vez
que la célula diana se fragmenta, la ribozima puede
disociarse de estos productos y repetir el ciclo de
unién, fragmentacion y disociacién. La capacidad de
las ribozimas para fragmentar células dianas y des-
pués reciclarlas, proporciona ventajas sobre los ARN
antisentido estandar."

La terapia génica se subdivide en la transferencia
génica de células somaticas (transferencia de células
diploides normales) y la trasferencia de células de
linea germinal (transferencia de células haploides del
aparato reproductor: espermas u évulos). Las impli-
caciones éticas relacionadas con la trasferencia génica
en la linea germinal son mas complejas que las de la
transferencia génica de células somaticas, debido a que
la transferencia génica no sélo implica el tratamiento
de las enfermedades, sino de la progenie.’?
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APLICACIONES DE LA TERAPIA GENICA

La terapia génica constituye una gran esperanza
para los pacientes afectados por alguna alteracién
genética. Estas técnicas pueden sustituir el gen
alterado por uno normal; sin embargo, es nece-
sario conocer las alteraciones moleculares de las
enfermedades genéticas y decidir si son factibles de
tratamiento con la terapia génica. El gen en estudio
debe clonarse e introducirlo con seguridad en las
células.

A continuaciéon se mencionan algunas aplicacio-
nes de la terapia génica en diferentes areas de la
medicina: 1) enfermedades hereditarias; 2) cancer;
3) enfermedades autoinmunitarias; y 4) otras.

Terapia génica en las enfermedades hereditarias

Los padecimientos hereditarios se consideran enfer-
medades potenciales de recibir terapia génica somatica
ya que se ha demostrado que el trasplante de médula
6sea tiene funciones curativas. Estas incluyen las he-
moglobinopatias, las inmunodeficiencias hereditarias
y, en general, las alteraciones que tienen como resulta-
do el reemplazo de una enzima o proteinas ausentes
o con mal funcionamiento' (cuadro 2).

Cuadro 2. Enfermedades hereditarias susceptibles de terapia génica

Enfermedad Gen defectuoso

Inmunodeficiencia combinada Adenosina deaminasa

grave
Citrulinemia Argininosuccinico sintetasa
Enfisema o-1-antitripsina

Deficiencia de adhesion leuco- CD-18

citaria

Fibrosis quistica Regulador trasmembranal
Hemofilia B Factor IX

Hemofilia A Factor VIII

Fucosidosis o-L-Fucosidasa

Gaucher Glucocerebrosidasa
Mucopolisacaridosis VII B-glucosidasa

Talasemia B-globina

Anemia de células falciformes B-globina

o-L-iduronidasa

Receptor transcarbamilasa
Ornitina transcarbamilasa
Esfingomielinasa

Mucopolisacaridosis
Hipercolesterolemia familiar
Hiperamonemia
Niemann-Pick

Inmunodeficiencia combinada grave

La inmunodeficiencia combinada, secundaria a la
deficiencia de la enzima adenosina deaminasa, fue la
primera enfermedad en que se realizé la terapia génica.

Ademas de ser una enfermedad que puede curarse
mediante el trasplante de médula dsea, es una enferme-
dad monogénica que resulta mortal si no se encuentra
donador compatible de médula ésea o de no iniciar el
tratamiento sustitutivo. El tejido hematopoyético se
extrae y manipula in vivo y vuelve a reintroducirse. En
1990, investigadores del Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos comenzaron a utilizar la terapia génica
para tratar pacientes con inmunodeficiencia combinada
grave ocasionada por mutaciones en el gen adenosina
deaminasa. Se utilizé la terapia génica para restaurar
los linfocitos T con la enzima no mutada adenosina dea-
minasa. Para este tratamiento utilizaron los linfocitos
T de los pacientes y se les introdujo el gen humano de
la enzima usando un vector retroviral; posteriormente
se reimplantaron las células que contenian el gen de la
enzima no mutada a los pacientes. Este tratamiento se
repitié de uno a dos meses durante un afo y demostrd
eficacia terapéutica.™

Fibrosis quistica

La fibrosis quistica es una alteracién monogenética que
se manifiesta como enfermedad multistémica. Los pri-
meros sintomas y signos se manifiestan en la infancia;
sin embargo, en 3% de los pacientes se diagnostica en
la edad adulta. La enfermedad se distingue por infec-
cion crénica de las vias respiratorias que evolucionan
a bronquiectasias, insuficiencia pancredtica exocrina,
funcionamiento anormal de las glandulas sudoriparas
y disfuncién urogenital.

La fibrosis quistica es una enfermedad autosé-
mica recesiva que resulta de la mutacién de un gen
localizado en el cromosoma 7. La mutacién mas fre-
cuente del gen de la fibrosis quistitica es la pérdida
de tres pares de bases que dan lugar a la ausencia de
fenilananina en la posicién del aminoacido 508 del pro-
ducto proteico de este gen, conocido como regulador
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR: Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator). La proteina CFTR
es un polipéptido que funciona como canal de cloro
regulado por el AMP-ciclico. Esta proteina estd en
la membrana plasmatica del epitelio, por lo que los
epitelios afectados por la fibrosis quisitica muestran
funciones diferentes a su estado normal.’

El gen de la fibrosis quistica es importante en la
terapia génica. Estudios in vivo describieron anor-
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malidades en la conductancia de los canales de cloro,
ya que la linea celular de la fibrosis quistica expresé
el mismo defecto. Esta linea celular se utilizdé en
investigaciones que estudiaron la actividad del gen in-
troducido en la célula. Para estos estudios se tilizaron
vectores retrovirales. Se construyé un ADN comple-
mentario para el gen regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (ocasionado por
la sobreposicién de tres clones de este ADN), asi como
la clonacién de un ADN complementario completo en
un vector retroviral. Las células de la fibrosis quistica
fueron infectadas por un vector retroviral que llevé un
gen regulador transmembrana de la fibrosis quistica
y se seleccion6 la célula con el provirus integrado
con resistencia al G418. Las células expresaron el gen
regulador transmembrana de la fibrosis quistica y los
resultados se midieron con el grado de funcionamiento
de los canales del cloro. La caracteristica importante
es que el flujo anidnico de las células (en respuesta a
la estimulacion de la adenilato cliclasa) proporciona
conductancia semejante para el cloro. En ausencia de
determinado estimulador de la adenilato ciclasa, se
pierde el flujo anidénico de las células de la fibrosis
quistica que contienen el gen regulador transmem-
brana introducido. Si se adiciona el activador de la
adenilato ciclasa, aumenta el flujo rapidamente en las
células de fibrosis quistica con regulador transmem-
brana, pero en las células de la fibrosis quistica el flujo
permanece bajo."

Se han identificado otras enfermedades pulmona-
res como blancos potenciales para la terapia génica;
estas incluyen la deficiencia de alfa-1 antitripsina, la
cual es una enfermedad ocasionada por mutaciéon
genética.'®

Los vectores virales (adenovirus y virus ade-
noasociados) se han relacionado con respuesta
inflamatoria rdpida y duracién limitada de expresion
en el pulmén. Los vectores no virales (los liposomas)
se estudian con eficiencia limitada y cierta toxicidad.
La finalidad es mejorar la terapia génica con vectores
virales como los adenovirus y los virus adenoasocia-
dos, entre otros."”

Terapia génicay cancer
El concepto actual de la terapia génica implica que
las enfermedades hereditarias pueden tratarse con

una copia normal del mutante o del gen suprimido
en la célula huésped. El concepto de la terapia gé-
nica (como complementacién), se ha cambiado por
un aspecto mas general que comprende cualquier
estrategia que use material genético para prevenir
o curar algunas enfermedades que incluyan altera-
ciones genéticas somaticas y multifactoriales, como
el cancer. Debido a esto, la terapia génica representa
cerca del 68% de los protocolos de investigacion
que se realizan en todo el mundo. Sin embargo, los
primeros resultados de los ensayos clinicos indican
que se deben investigar con mayor ahinco ciertos
aspectos claves antes de incluir la terapia génica
como estandar en el tratamiento del céncer. Los
problemas mas importantes a considerar son la baja
eficiencia y la falta de eficacia de los sistemas de ge-
nes transferidos. Estos aspectos son relevantes con
la aplicacién de sistemas de vectores no replicativos
(o aun replicativos) con los cuales puede existir
toxicidad impredecible.'

Eficacia y seguridad de la terapia génica en el cancer

El concepto de terapia génica se origina de nuevos
conocimientos en la biologia molecular del cancer y
la compleja interaccién entre las células tumorales y el
sistema inmunitario. Estos conocimientos se utilizan
para producir estrategias en el tratamiento del cancer
o la estimulacién de la respuesta inmunitaria contra
antigenos tumorales. Se han revisado multiples avan-
ces terapéuticos y resultados de los ensayos clinicos
de la terapia génica en el cancer'®?(cuadro 3) y no han
sido satisfactorios; sin embargo, se siguen realizando
esfuerzos para mejorar las fuentes de transferencia
génicay los genes terapéuticos.

Cuadro 3. Estrategias terapéuticas empleadas en terapia génica
en cancer

Inmunoterapia 45%
Genes mudltiples 18%
Gen suicida 14%
Supresion tumoral 14 %
Quimioproteccion 4%
Oncolisis 3%
Inhibicién del oncogén 2%

Las estrategias y perspectivas de los ensayos cli-
nicos en la terapia génica se han afectado por dos
acontecimientos: la muerte del primer paciente tratado
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con terapia génica y los primeros éxitos clinicos de
ésta.?! El primer evento tragico fue la muerte en 1999
de un paciente de 18 anos con deficiencia de ornitin
transcobalamina, incluido en el estudio de la Uni-
versidad de Pensilvania.?2 Esta muerte expresé los
riesgos potenciales relacionados con la transferencia
génica y la necesidad de registrar los efectos adversos.
Este paciente se tratéd con adenovirus no replicativos
que portaban el gen para ornitin transcobalamina.?
Los efectos de la administracion de este tratamiento
fueron: fiebre transitoria, mialgias, incremento de las
enzimas hepaticas, aumento de citocinas, hipofosfa-
temia, trombocitopenia y anemia.?* Sin embargo, el
paciente al que se le administraron dosis altas de esta
terapia, manifesté sintomas respiratorios leves que
evolucionaron a sindrome de insuficiencia respira-
toria progresiva del adulto y muerte. El informe del
National Institute Recombinant Advisory Committe?
atribuyé la muerte del paciente a sindrome de choque,
inducido por el vector del adenovirus, ocasionado
por la activacién de las citocinas y subsiguiente
coagulacién intravascular diseminada, sindrome de
insuficiencia respiratoria progresiva del adulto y falla
organica multiple. El estudio posmortem demostré
aplasia de médula 6sea y se sugirié que las altas dosis
del vector adenoviral saturaron los receptores dispo-
nibles para éste, ademas de la diseminacién del virus
a todos los érganos vy tejidos, induciendo respuesta
inmunitaria sistémica.?

Las primeras pruebas satisfactorias de la terapia
génica en humanos fueron la inyecciéon recombinante
de vectores virales adenoasociados en pacientes con
hemofilia?’ y la terapia génica en nifios con inmuno-
deficiencia combinada severa ligada al X (X-SCID), via
transduccién de células tallo hematopoyéticas.?®*

Después de los ensayos preclinicos que demos-
traron la correccion del fenotipo de la hemofilia (en
animales), hubo éxito en la transduccién y expresion
en tres pacientes con hemofilia B a quienes se les
aplicé la inyecciéon del vector con virus adenoaso-
ciados que codificaron el factor X de coagulacién. El
procedimiento fue seguro y se observd leve mejoria
de las condiciones clinicas.” En el segundo estudio, 4
de 5 ninos con inmunodeficiencia combinada severa
(ligada al X por deficiencia de la cddena vy ¢), se trata-
ron con células autélogas del tallo de la médula ésea

y transducidas ex vivo con el gen yc, que corrigio la
inmunodeficiencia a largo plazo.®% Sin embargo, el
optimismo generado por los resultados de la transfe-
rencia génica disminuyé por los efectos adversos que
se observaron con la terapia de inmunodeficiencia
combinada severa. Debido a esto, la Food and Drug
Administration American Society of Gene Therapy,
solicitd que se realizaran otros ensayos clinicos en
Estados Unidos.?® Dos de 11 nifios tratados en este
ensayo, manifestaron sindrome similar a leucemia de
células T después de tres afos de la terapia génica. En
ambos casos la leucemia fue, quiza, consecuencia de
ontogénesis insercional ocasionada por el vector inser-
tado dentro o cerca del gen (LMO-2), ligado a leucemia
de células T.3'3> Esta complicacién de leucemia no se
ha informado en otros estudios.

Seguridad de los ensayos clinicos en la terapia génica del
cancer

Aunque la ventaja significativa de la terapia génica en
el cancer no se ha demostrado por completo, existen
hechos positivos que surgen de la sequridad sustancial
en pacientes tratados con este método (cuadro 4).

La mayor parte de los ensayos clinicos se basa en la
administracién intratumoral de vectores recombinan-
tes para la transferencia génica, y no asi en los vectores
sistémicos. La inyeccion intratumoral de particulas de
vectores (o vectores virales) ha demostrado seguridad
en estos métodos con leve morbilidad. Se informa
dolor leve y sangrado en el sitio de inyeccién en 50%
de los pacientes con la inoculacién del vector3** Se
han observado diferentes efectos adversos y toxicidad
de varios vectores relacionados con las dosis y el sitio
de administracion de éstos. Los mas frecuentes son
la fiebre y el escalofrio (de los vectores adenovirales)
después de la administracion intratumoral a dosis
altas*?* (cuadro 4). La inoculacién intracerebral de
los vectores retrovirales (para el tratamiento del
glioblastoma multiforme) muestra hemorragia suba-
racnoidea y vasculitis aséptica.”’ Los pacientes en fase
terminal de tumores malignos manifiestan confusion,
hiponatremia, convulsiones y signos de toxicidad del
sistema nervioso central con la inyeccidn de vectores
adenovirales.*®* La inyeccion intratumoral a dosis
altas de vacunas recombinantes con vectores virales
ocasiona sintomas de resfriado comun e inflamaciéon
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Cuadro 4. Efectos adversos de la terapia génica en ensayos clinicos en cancer

Protocolo Genl/vector/ruta Fase NOGm. de Tipo de tumor Efectos adversos Respuesta
pacientes
Antigenos de his- HLAB7/Liposomas/Intra- | 5 Melanoma esatdio IV No 1RC
tocompatibilidad tumoral
HLA-B7/Liposomas /Intra- | 9 Carcinoma de células No 4RP
tumoral escamosas de cabeza
y cuello
Inmunoterapia y  1l-2/Adenovirus/ex vivo/in- | 15 Melanoma estadio IV Eritema, induraciéony prurito 3 RP
vacunas yeccion en el sitio de la inyeccién
IL-2/adenovirus/intratu- 12 Céancer localizado de Linfopenia, malestar peri-  Disminucién signifi-
moral prostata neal, hematuria y sindro-  cante del PSA.
me gripal.
Il-2/Células tumor autdlo- | 12 Melanoma estadio IV Fiebre leve y cefalea 3 EE.
golinyeccién ex vivo
IL-2citocinas aut6logas/ex | 10 Cancer renal metastasico,  Fiebre en 3 1 RC (linfoma9
vivo /iv carcinoma colorrectal, 3EE, 6 EP
linfoma
I1-2 en fibroblastos | 10 Carcinoma colorrectal Fiebre, sindrome gripal 1 EE, 9EP
autélogos+células tumo- en 7 hipersensibilidad
rales autdlogas/ex vivo/sc retardada en 5
IL-2 en linea celular tumo-  I/ll 52 Melanoma (18), Carcino-  Sintomas generalesleves  3RP (2 céancer re-
ral alogénica/exvivo/SC ma renal (17), Sarcoma en 27 rigidez grado 3 nal, 1 melanoma),
a7 en 1, dolor en el sitio de  EE (2 cancer renal,
inyeccion 23 3 melanoma, 6 sar-
coma
IL-7/arma genética ex vivo | 10 Melanoma estadio IV Fiebre leve. Respuesta <en 2
SC
INF/ylretrovirus/ex vivo | 5 Melanoma estadio IV No RC
SC
Terapia génica su- p53/adenovirus/intratu- | 21 Cancer pulmonar de célu-  Fiebre en 8, dolor en sito  RP en 2,EE en 2,
presora de tumor moral las no pequefias de inyeccién 1 <EP en 4 y ND
P53/adenovirus/intratu- | 15 Cancer pulmonar de célu-  No efectos toxicos E?Ele.n 4.
moral las no pequefas
P53/adenovirus/intratumo- Il 25 Cancer pulmonar de célu-  Fiebre leve, sintomas de  No efectos signi-
ral + QT las no pequefias resfriado, nausea, fatiga. ficativos sobre la
QT.
P53/adenovirus/intratu- | 12 Cancer de vejiga Irritacion uretral o vesical No evaluado
moral/intravesical + cis-
totomia
P53/adenovirus/IP + QT I 36 Cancer ovarico recurren-  Fiebre, hipotension, do- > del 50% reduc-
te lor abdominal, ndusea, cién de CA 125
vémito en8.
P53 adenovirus/intratu- 27 Céancer pulmonar de célu-  Toxicidad minima 2RP, 16 EE, 7EP
moral las no pequefias
P53/adenovirus/intratumo- | 15 Gliomas recurrentes Hemiparesia grado Ill en  Promedio de su-
ral + cirugia 1, afasia en 2, cefaleaen  pervivencia libre
53%, fatiga 40% fiebre de progresién 13
27% semanas, mediana
de la supervivencia
global 43 semanas
BRCA1/retrovirus/ip | 12 Cancer de ovario Peritonitis estéril 3 3RPy8EE
Supresion onco- Tratamiento de células | 12 Astrocitoma anapléasico, trombosis venosa pro- RCen2 RPen4
génica tumorales con oligonucleo- funda
tidos antisentido IGF-IR
Anticuerpos anticadena | 15 Cancer de ovario Fiebre transitoria en 9. 5 EE, 8 EP.
simple anti erb-B2
Terapia del gen  HSV-TK/retrovirus/intra- | 15 Glioblastoma recurrente No efectos RP en 3y RC en

suicida

tumoral

1.
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Continuacion del cuadro 4

HSV-TK/retrovirus/intratu- I/l 48
moral + cirugia
HSV-TK/adenovirus/intra- | 13
tumoral
HSV-TK/retrovirus/intra- Il 124
tumoral
HSV-TK/adenovirus/intra- | 18
tumoral
HSV-TK/retrovirus/intra- I/l 8
tumoral
CYP2B1 en células I/l 14
HEK?293/exvivo/células
encapsuladas IV

Oncolisis dl1520/adenovirus/intra- | 22
tumoral
dl1520/adenovirus/intra- | 3
tumoral
dl1520/adenovirus/arteria | 6
intra hepatica o IV
dl1520/adenovirus/arteria 1l 5
intrahepatica + QT

1l 21

dl1520/adenovirus/intratu- 11 37
moral + QT
DI1520/adenovirus/arteria |l 27
intrahepatica + QT
CN706/adenovirus/intra- | 20
tumoral
y34.5 células nulas/G207 | 21
herpes virus/intratumoral
Vacuna-GM-GSF/intra- 7

tumoral

Glioblastoma recurrente
Glioblastoma recurrente

Glioblastoma

Carcinoma de préstata

Melanoma estadio IV

Carcinoma de pancreas

Cancer recurrente de ca-
bezay cuello
Carcinoma hepatocelular

Céncer de colon metas-
tasico
Carcinoma hepatocelular

Carcinoma pancreatico
avanzado

Cancer recurrente de ca-
bezay cuello

Carcinoma gastrointesti-
nal, metéstasis hepatica

Céancer de prostata re-
currente

Glioblastoma recurrente
(16) Astrocitoma anapla-
sico (5)

Melanoma metastéasico

Convulsiones 1, hidro-
cefalia 1
Transitorios en SNC

Hematoma cerebral, trom-
boembolismo, complica-
ciones asociadas a catéter
venoso central por la infu-
sion de ganciclovir

Toxicidad minima en 4,
trombocitopenia severa y

hepatotoxicidad en 1
Inflamacién en el sitio de

inyeccion
No efectos

Fiebre, nausea y esca-
lofrios
No referidos

1 fiebre

Fiebre transitoria en 3,
hipotension en 2
Sintomas de gripa, eleva-
cion de lipasa, sepsis en
2, perforacion duodenal
en2

Dolor en el sitio de inyec-
cién y sintomas gripales
Sintomas gripales leves
en 25, reaccion inflamato-
ria sistémica y hepatotoxi-
cidad severaen 1

Fiebre de leve a moderada
en 15, dolor en el sitio de
inyeccion 14, hematuria
microscépica en 20

No

Sintomas respiratorios e
inflamacion local

RP en 4.
EEen3
No diferencias sig-

nificativas con el
grupo control

Respuesta en 1.

EPen8

RPen 2, RMen 2,
EE en 10.

RPen3

No reportada
6 EE, 1EP
1RP, 4EP

2RP, 6 EE, 11 EP

8 RC, 1RP

3 RP, 9 EE, 11EP

Reduccion de APE
mayor a 30 en 13,
incluyendo 4 de
RP

8 RP

1RC, 1RP, 1RM,
2EP.

RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial; RM: respuesta mixta; EE: enfermedad estable; EP: progresion de la enfermedad; QT:
quimioterapia; SNC: sistema nervioso central; PSA: antigeno prostatico especifico; IV: intravenoso, SC: subcutaneo; IP: intraperitoneal.

local con formacién de pustulas;**®' se ha descrito,
ademas, leve a moderada toxicidad después de la
administracién intralesional del complejo HLA-
B7p2-microglobulina DNA-liposoma en pacientes
con melanoma metastésico.?®

El seguimiento de 102 pacientes tratados con do-
sis bajas a intermedias en forma local (de vectores
adenovirales), tuvo incidencia de efectos adversos

del 0.7% sin relacién de muertes secundarias con
los vectores.”® La incidencia de malignidad no fue
mayor a lo esperado en la poblacién. El analisis
de los factores de riesgo (efectos adversos) en
pacientes tratados con terapia biolégica con los
vectores adenovirales, demostré que los parametros
relacionados con el vector (al incluir la dosis, la
via de administracién, el transgen o el nimero de
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administracion de los vectores), no pronostican los
efectos adversos.

Eficacia de la terapia génica en el cancer

A pesar de los antecedentes de respuesta terapéutica
en diversos pacientes, faltan pruebas sustentables de
la eficacia clinica en la terapia génica del cancer. Los
avances en la terapia génica del cancer, incluyendo
la inmunoterapia, el reemplazo de genes supresores,
genes suicidas, terapia de activacién prodroga e inmu-
noterapia, son los que muestran mejores resultados, ya
que afectan en menor grado las limitaciones relaciona-
das con el titulo y transduccién del vector.”

Después de una década de ensayos clinicos en la
terapia génica del cancer, los resultados no han sido
satisfactorios del todo, ya que sélo demuestran eficacia
antitumoral minima. Sin embargo, las modalidades
terapéuticas son inocuas con toxicidad leve relacio-
nada con la terapia. La administracion de la terapia
génica se considera util y segura en el analisis de
costo-beneficio en pacientes con tumores resistentes
al tratamiento convencional.

Enfermedades autoinmunitarias
La terapia génica también se utiliza en enfermedades
autoinmunitarias con procesos patogénicos comple-
jos y manifestaciones heterogéneas, como la artritis
reumatoide y el lupus eritematoso,*>>* a excepcion de
los pacientes con defectos genéticos Unicos (en genes
para el Fas ligando o para factores del complemen-
to C4, C2 o C1q) relacionados con manifestaciones
autoinmunitarias (enfermedades multifactoriales).”*
La terapia génica implica la reconstitucion del gen
alterado y esperar el tratamiento coadyuvante para
estas enfermedades. La correccidon de las enfermedades
inmunorreguladoras es un propdsito fundamental para
el tratamiento de las enfermedades autoinmunitarias.
Las intervenciones terapéuticas en enfermeda-
des autoinmunitarias se enfocan en varios puntos:
se requiere equilibrio en el control de los procesos
patogénicos de la respuesta inmunitaria y el control
de las funciones reguladoras de ésta. Las terapias
relacionadas con las vias generales de activacién
inmunitaria o de amplificacién, no son especificas de
antigeno y pueden aplicarse a multiples enfermeda-
des, ademas de tener el riesgo de inmunosupresion

general. Las terapias de antigeno especifico son mucho
mas selectivas y menos dafiinas porque se requieren
conocimientos previos de blancos inmunolégicos pre-
cisos, relevantes en enfermedades autoinmunitarias.
Las citocinas, los antagonistas de citocinas, los anti-
cuerpos monoclonales de células T, los inhibidores de
transduccién de sefales y los agentes farmacologicos
convencionales fallan en el primer grupo; mientras que
los antigenos peptidicos especificos, los antagonistas
y el complejo mayor de histocompatibilidad estan en
el ultimo grupo de tratamiento®*>¢

Enfermedades autoinmunitarias supresoras mediante la
neutralizacion de IFN-y

El raton MRL-Fas' tiene mutaciones en el gen Fas
que ocasiona deficiencias en la apoptosis linfocitaria,
linfoproliferacidn, alteraciones inmunorreguladoras
y manifestaciones similares al lupus, la artritis y la
vasculitis. La reintroduccién del Fas en los animales
corrige la mayor parte de estas alteraciones.”” Se
ha intentado disefar genes que puedan revertir la
enfermedad, para corregir el gen ausente en las en-
fermedades autoinmunitarias. Se tienen datos de la
funcion importante de una proteina quimérica que
incluye la forma soluble del receptor de IFN-y, unido a
la regién Fc de la IgG. La primera parte de la proteina
quimérica bloquea la accién del IFN-y, mientras que
la segunda ayuda a estabilizar la proteina en la circu-
lacion. El disefio de esta molécula se hizo en animales
knock-out y el tratamiento con anticuerpos anti-IFN-y,
demostré que el IFN-y propagé la autoinminidad.
Los ratones tratados en etapas tempranas de la vida
mostraron alteraciones sexuales, afectaciéon renal y
mayor supervivencia. Ademas, los ratones tratados
en forma tardia durante el curso de la enfermedad,
tuvieron ventajas significativas.

La terapia génica implica la insercion y expresion de
ADN extrafo en la célula huésped. Por lo general, los
vectores virales sirven como transportadores efectivos
para insertar el ADN en la célula (por transduccién);
sin embargo, cada sistema tiene ventajas y desventajas.
En muchos estudios en humanos y animales murinos,
los retrovirus modificados se han utilizado ante la falta
de una o mas proteinas estructurales virales.

La encefalitis alérgica experimental es un modelo
de inflamacién del sistema nerviosos central que se
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manifiesta después de la inmunizacién con la proteina
basica de mielina y es similar a la esclerosis multiple.
Las células CD4+ Th2 pueden suprimir la enferme-
dad. Esta puede revertirse por la inyeccién de células
de antigeno especifico transferida con vectores retro-
virales que codifican IL-4% vy el receptor soluble de
TNF,* TGF-B-1,%° 0 IL-10 con el control del promotor
de IL-2.°" Todos los estudios muestran éxito con la
terapia génica. De igual manera, la transferencia de
IL-10 traducida por linfocitos Th-1, especifica de los
islotes de Langerhans, previene la diabetes en ratones
diabéticos no obesos.5

La terapia génica se considera de forma amplia en
el tratamiento de la artritis en modelos animales.®* Los
ejemplos incluyen la administracion intraarticular de
la IL-4 (como vector un retrovirus) que disminuyé la
inflamacion en ratones con artritis.%* y la aplicacién
de IL-13 suprimid la artritis inducida por coldgeno
en estos animales.®

Las citocinas tienen funciones pleitrépicas y cuando
sus condiciones no son fisiolégicas pueden afectar el
sistema inmunitario y otros tejidos. En forma con-
traria, inhiben la accién del IFN-y y disminuyen la
capacidad para eliminar los virus®

Artritis reumatoide

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmu-
nitaria crénica de causa desconocida que afecta las
pequenas y grandes articulaciones y puede cursar
con manifestaciones sistémicas; es una enfermedad
con alta morbilidad y mortalidad que disminuye la
calidad de vida. La artritis reumatoide se distingue
por la proliferacién e inflamaciéon de la membrana
sinovial con destruccidn de los tejidos periarticulares.
La artritis reumatoide es influida por los linfocitos T
activados que se infiltran en la membrana sinovial y
ocasionan procesos inflamatorios, que dan como resul-
tado la proliferacion sinovial y vascular con resorcién
del cartilago y del hueso.®’

Aunque en los ultimos afos se han realizado avan-
ces en la patogenia de la enfermedad, el tratamiento
de la artritis reumatoide ha tenido cambios importan-
tes. Muchos pacientes requieren la combinacién de
diferentes medicamentos, como antiinflamatorios no
esteroides, antirreumaticos (modificadores de la en-
fermedad) y esteroides. Estos esquemas terapéuticos

retrasan el progreso de la enfermedad en algunos pa-
cientes; pero en otros existen respuestas inadecuadas
a dichos tratamientos, como la destrucciéon progresiva
del cartilago articular y del hueso. Esto hizo necesario
la busqueda de nuevos tratamientos que incluyeron la
terapia bioldgica, la cual interfiere de manera especi-
fica con la inflamacién inducida por las citocinas. De
esta manera, se utilizan tratamientos con anticuerpos
monoclonales contra el factor de necrosis tumoral y las
proteinas de fusién contra el receptor de dicho factor,
para lograr el éxito terapéutico.57°

La inhibicion de procesos patogénicos (claves en la
membrana sinovial reumatoidea) es una meta impor-
tante de la terapia génica. La transferencia o la terapia
génica son posibles soluciones de tratamiento para
resolver el problema de la expresién de genes a largo
plazo y reemplazar la aplicacién frecuente de protei-
nas recombinantes. Sin embargo, en la actualidad, la
terapia génica en el tratamiento de las enfermedades
reumaticas no ha logrado grandes ventajas debido a
los efectos adversos en humanos, la complejidad de la
fisiopatologia y los avances en la transferencia génica.
Las células dendriticas, los linfocitos y las células tallo
totipotenciales pueden usarse también como vehiculos
para el transporte de genes. Las investigaciones en
los modelos animales prueban que la aplicacién de
vectores virales ejerce efectos terapéuticos adicionales
en las articulaciones cercanas y dan la alternativa de
la transferencia de animales a humanos. Las estrate-
gias futuras analizaran el potencial de los vectores de
expresion, como los lentivirus y el citomegalovirus en
los ensayos clinicos de la artritis reumatoide.”

Los estudios experimentales de la artritis reuma-
toide demuestran y reconocen la coexistencia de los
antigenos, la inhibicién de las células T, el bloqueo
de las sefales coestimuladoras en la superficie de la
célula, las senales de activacion nuclear, la interferen-
cia con la migracién de linfocitos hacia la membrana
sinovial y la reduccién de los mediadores de destruc-
cién articular. Estas alteraciones pueden estudiarse
y tratarse con la terapia génica, mediadores de la
respuesta biolégica y con la terapéutica clasica de
esta enfermedad.”

La artritis inducida por el coldgeno tipo Il tiene una
funcién importante en el progreso de nuevas técnicas
terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad.
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Este modelo muestra mecanismos autoinmunitarios
relevantes en la patogenia de la artritis, al permitir el
estudio de la transferencia génica como alternativa
terapéutica, asi como el de la inhibicién de citocinas
y la compleja interaccion que regula la respuesta in-
munitaria del colageno.”

La artritis reumatoide (en modelos animales) de-
muestra que la inflamacién de la articulacién sinovial
destruye el cartilago articular y hace que se pierda la
funcién. Las citocinas proinflamatorias, en particular
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la inter-
leucina -1B (IL-1B), tienen funcién importante en la
patogénesis de la enfermedad. Estudios en animales
y cultivos in vitro que usaron proteinas recombinan-
tes, demostraron que el TNF es un potente mediador
proinflamatorio y la IL-1 es un potente mediador
catabdlico del cartilago. La funcién principal de las
citocinas en la artritis reumatoide se ha establecido con
los estudios de ratones transgénicos. La sobreexpre-
sion del TNF (humano) en ratones manifiesta signos
destructivos de la artritis. La artritis transferida en mo-
delos transgénicos puede bloquearse con anticuerpos
contra el receptor de IL-1 e implicar que la IL-1 sea
la citocina esencial en la patogenia de la enfermedad.
En la actualidad existen muchos estudios que indican
que la IL-1 y el TNF son los mayores blancos en la
terapéutica de la artritis reumatoide.”

El uso de la terapia génica en la artritis experimental
(artritis inducida por coldgena) ha demostrado resul-
tados satisfactorios en la modulacién de la IL-1 y el
TNF mediante receptores antagonistas de IL-1Ra, IL-4
e IL-10. El efecto de los diferentes vectores virales, la
expresion transgénica controlada y las estrategias que
aumenten la eficacia de la transfeccién, mejoraran con
la terapia génica local.”

Se han realizado estudios experimentales con la
terapia génica que utilizan antagonistas del receptor
IL-1 mediante vectores adenovirales (aplicada en
forma local en animales con artritis inducida por el
coldgeno), y se observan resultados satisfactorios.
También se han utilizado otros virus como vectores
para evaluar la sobreexpresion de la IL-1Ra.”>74

Los hallazgos en animales con artritis (inducida
por el coldgeno) sefialan que la terapia génica es una
estrategia importante en el tratamiento de la enferme-
dad mediante el uso de anti-citocinas, como la IL-1Ra,

la IL-4 y la IL-10 administradas en las articulaciones.
En la artritis inducida por coldgeno, la liberacién
continua de IL-1Ra previene el inicio o la curacién de
la enfermedad. Con la transferencia génica local se
pueden obtener altas concentraciones de IL-1Ra para
el tratamiento. La sobreexpresion local de IL-1Ra re-
duce la incidencia y gravedad de la artritis, asi como
su destruccion. La terapia génica demuestra funcién
antiinflamatoria con el antirreceptor soluble del TNF
en fases tempranas, pero no en fases avanzadas. La
combinacion de la terapia génica contra el TNF y la
IL-1, es buena alternativa terapéutica a futuro.”>’* Se
ha demostrado que la terapia génica es capaz de mo-
dificar el curso de la enfermad en modelos animales
con artritis. Se considera que la transferencia génica
(en la membrana sinovial) es una herramienta util y
factible para modificar el curso de la artritis en los
modelos animales.”

Otras enfermedades ideales para terapia génica
(cuadro 5)

infecciones

La terapia génica es una alternativa en el tratamiento
de algunas infecciones, como el sindrome de inmuno-
deficiencia adquirida (SIDA).

Cuadro 5. Otras enfermedades candidatas a terapia génica

Enfermedad Estrategia de terapia génica

Cardiovasculares

Reestenosis coronaria Blogueo de la proliferacion celu-

lar en la pared de los vasos.

Enfermedad vascular peri- Induccién de angiogénesis
férica

Hipertensién arterial sisté- Expresion de genes (Kalikreina)
mica para inducir vasodilatacion

Neurolégicas

Enfermedad de Parkinson Expresion de genes necesarios

para la sintesis de L-dopa.

Enfermedades neurodegene- Expresion de factores neuro-
rativas tréficos.

Infecciosas

Infeccién viral Expresion de genes para blo-
quear la replicacion viral o sus
funciones, incluyendo ribozi-

mas

El SIDA mata millones de personas en todo el
mundo. Las vacunas contra el virus de la inmunode-
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ficiencia humana (VIH) no prometen nada aun. Los
tratamientos antirretrovirales que existen, no siempre
son efectivos y hay aumento en la prevalencia de las
cepas virales con multirresistencia. La terapia antirre-
troviral altamente activa consiste en inhibidores de
enzimas virales (transcriptasa reversa y proteasas).
La terapia génica se utilizd, en primera instancia,
como inmunizacién intracelular; puede usarse sola, o
en combinacién con el tratamiento convencional. La
terapia génica contra el VIH-1 incluye genes suicidas,
tecnologia relacionada con ARN (ribozimas), proteinas
virales dominantes negativas, anticuerpos intracelu-
lares, intracinas y péptidos, entre otras.””

Su finalidad es proteger las células residuales no
infectadas y eliminar las células infectadas. Sin em-
bargo, lo que se pretende es reducir la infecciéon en
personas con este padecimiento y evitar la expansion
del virus a toda la poblacion.

El ciclo viral del VIH tiene aspectos vulnerables que
pueden atacarse con métodos genéticos (transcripcion
y translacién) que se realizan por las funciones de la
célula huésped y quiza la inhibicién significativa lleve
a la muerte celular. Los procesos especificos del virus
se utilizan como puntos de inicio e incluyen: la entrada
a la célula, la transcripcién inversa o la integracion. La
interaccién entre los ATN tat y rev con proteinas son
aspectos vulnerables, al igual que el empaquetamiento
del ARN genémico.

En estos casos, la terapia génica utiliza la transfe-
rencia de las células blanco para hacerlas resistentes al
virus de la inmunodeficiencia humana. Se ha intentado
la administracion de genes resistentes al VIH median-
te células totipotenciales hematopoyéticas que sean
resistentes al virus.”s

Los avances en el funcionamiento viral intracelular
(en las células infectadas para producir un vector gené-
tico terapéutico) pueden ser alternativas para reducir
las cargas virales o la infeccién total del virus, mientras
se propaga el vector terapéutico. Los estudios que se
basaron en el modelo del virus de la inmunodeficien-
cia en simios, demostraron que la funcién biolégica
retroviral preexsistente (en las células infectadas por
el virus de la inmunodeficiencia en simio), ocasiona
la expresion de la ribozima pol anti-virus de la inmu-
nodeficiencia simica (VIS) y moviliza el vector para
transducirlo a las células vecinas.”

Cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica es la principal causa de
muerte en todo el mundo vy la terapia génica (local o
sistémica) experimental es de gran expectativa para
la prevencidn y tratamiento de varias enfermedades
cardiovasculares, como la aterosclerosis, la dislipide-
mia, la cardiopatia isquémica, la cardiomiopatia, la
reestenosis vascular, entre otras.”®

La dislipidemia es un factor importante que contri-
buye al padecimiento de la enfermedad cardiovascular
aterosclerdtica. La hipercolesterolemia ocasionada
por la deficiencia del receptor de las lipoproteinas de
baja densidad (LDLR), es un ejemplo de alteraciones
genéticas que producen aterosclerosis prematura y car-
diopatia isquémica. Las mutaciones heterocigoéticas son
comunes en la poblacién general y se estima en 1:500
individuos. Estos individuos tienen mayor riesgo de
infarto al miocardio antes de los 60 afos. Otros errores
congénitos del metabolismo de las lipoproteinas in-
cluyen a la apolipoproteina B, apolipoproteina E (Apo
E), apolipoproteina Al, All, AlV, lipoproteina lipasa,
lipasa hepatica, lipoproteina A, etc. Muchos genes de
las lipoproteinas (en conjunto con factores ambientales)
participan en la cardiopatia isquémica.”®

La apolipoproteina E se sintetiza por el higado y los
macréfagos tisulares. El higado tiene funciones antia-
terogénicas importantes que realizan el catabolismo
de las lipoproteinas. La Apo E del higado facilita la
depuraciéon de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) y de los quilomicrones, para reducir las con-
centraciones plasmaticas de colesterol.”

Tsukamoto y su grupo demostraron la eficacia de
la transferencia génica al higado mediante vectores
adenovirales para normalizar las lipoproteinas y la
regresion de la aterosclerosis en ratones con deficien-
cia de apolipoproteina E. Otros estudios probaron
que la terapia adenoviral aumenté la expresion de
Apo E en ratones con deficiencia de lipoproteinas de
muy baja densidad (alimentados con dietas ricas en
colesterol), al demostrar la disminucion progresiva de
la aterosclerosis. Se considera que la apolipoproteina
E (la sintetizada por el higado y la derivada de los
macréfagos) tiene potencia antiaterogénica.”®

Rinaldi et al, informaron efectos satisfactorios en la
administracion intramuscular de ADN en plasmidos,
al disminuir la hipercolesterolemia en ratones con
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deficiencia de apolipoproteina E.® Enjoji et al, demos-
traron la efectividad del tratamiento con ribozimas
(moléculas pequenas de ARN) en modelos murinos
con deficiencia de apolipoproteina B.2!

Otros aspectos importantes en el tratamiento de la
hiperlipidemia familiar implican la sobreexpresion
ectdpica de los receptores de lipoproteinas de muy baja
densidad como miembros de la familia de receptores
de lipoproteinas de baja densidad (LDLR). La expre-
sién transgénica de los receptores de lipoproteinas de
muy baja densidad (en el higado), corrige la hiperco-
lesterolemia en animales experimentales y sugiere el
uso de la terapia génica en varias hiperlipidemias,
incluyendo la familiar. Los primeros estudios con
adenovirus (mediante la transferencia de genes de
lipoproteinas de baja densidad) de humanos a mode-
los murinos con hiperlipidemia familiar, corrigieron
la dislipidemia de forma transitoria; sin embargo, la
respuesta inmunitaria humural y celuar producida
por los receptores de lipoproteinas de baja densidad,
eliminé la expresién transgénica.®

Se ha logrado revertir la hipercolesterolemia en
ratones con deficiencia de recepetores de lipoproteinas
de baja densidad por medio de la transferencia de
éstos, utilizando adenovirus combinados con anticuer-
pos anti-CD154 para suprimir la respuesta inmunitaria
del vector y los productos extrafios del transgen.®

La terapia génica demuestra mejores resultados
en los problemas isquémicos que en la aterosclerosis,
relacionados con las enfermedades cardiovasculares.
Los ensayos clinicos recientes muestran que la inyec-
ciéon de ADN desnudo (que codifica para el factor de
crecimiento endotelial) induce el desarrollo de los
vasos colaterales en pacientes con isquemia cardiaca.
Son alentadores los estudios de experimentacién en
animales para el tratamiento de la estenosis con terapia
génica y se espera que el tratamiento en humanos sea
util. El uso de la terapia génica en las diferentes areas de
la cardiologia, requiere mayor progreso tecnolégico en
estudios de genética y biologia molecular celular®

Las estrategias satisfactorias en el rescate al
miocardio de la terapia génica incluyen: terapias
cardioprotectoras (en animales con cardiopatia is-
quémica), lesiones de reperfusion y la transferencia
de citocinas proangiogénicas. El trasplante de células
progenitoras autélogas surge como opcién potencial

para la revascularizacién y reparacién del miocardio
infartado e isquémico.®

ETICA Y TERAPIA GENICA

El uso de la terapia génica se ha enfocado a enfer-
medades que amenazan la vida, como el cancer. Los
tratamientos convencionales han fallado; sin embargo,
las ventajas de esta terapia son de gran esperanza y
sobrepasan los posibles riesgos. Existen otras enfer-
medades crénicas, como la artritis reumatoide que
implica mala calidad de vida y con la interrogante
del momento en que debe iniciarse la terapia génica
en éstas.

CONCLUSIONES

La mayor parte de las enfermedades genéticas y ad-
quiridas puede tratarse con resultados satisfactorios
con la terapia génica. Sin embargo, esta terapéutica
ha tenido de grandes dificultades. Diversos vectores
virales y no virales se siguen investigando en fase |
y Il, y existen aun muchos problemas por resolver
relacionados con la eficacia, respuesta inmunitaria del
huésped y los efectos adversos.

La terapia génica es de gran esperanza para el
tratamiento de muchas enfermedades crénicas. Los
avances tecnoldgicos y los nuevos vectores pueden
mejorar la eficiencia y seguridad de esta terapia.
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de los afos preclinicos a los clinicos. Este programa denominado “Scut Monkey”, ha desarrollado una via
de comunicacién estudiante-estudiante al paso de los afos, con informacién esencial de “como sobrevivir
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