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INTRODUCCION §

promesa de oata

ha sido |

FEl desarrollo de ia tecnologia del MNA recomb

altima década para ¢l mejoramicnto de la priclica medica.  Ealo ha trado consigo una

aplicacion mayor cn la prevencion de las enfermedades pero tambicn ofrece avances en el

tratamicnto. Esto pucde ser convertiontcmente (Liscutido bajo tres conceptos: un [hagnastico

4l avance de la

El primoero, grac

Clinico mas preciso. Biosintesis v Terapia dion

causa u oriken det padecimicento. {a

bioloxia molecular ha lorido acercarse mas

M oo e WR e Bumand gque cods

air

biosink s por ootra guirte amplica

péptido  terapcuticamente importante,  Jentro e un vedctor apropiado. e cual es

posteriormente clonado. De esta mancera o peptido pucde sor sintetisaado on cantidades

significativas v debe probar ser mas cconomico vosesune que las usuales v laboriosas
alternativas e extracoion v parificacion a partie Jde tepdos humanes. ¥V Snalmente, la

nte cl reempiazo o

Terapia Génica se reficre al tratamicento de Ia enfermedad genetica med

biosinesis corr ze

fectnosao, s immportante Jistinsair gue §

correcaeion del xen matado o d

i enfermedad a nivel de sus consecuencias metabolicas secundarias mientras gue la Terapia

i del defecto zenctico crrcontrado, por 10 que se trata Jde dos conceptos

Genica lo hace a niv

distintos,

COmo un avance fegatimo al tratamiconto de la enfermedad gendtica

o Terapia Genic

advernimuento de la teonotoxia del

a molccular. ¥

cncontro su cxpresion inicial en ta Biolow

ONA recombinante, L hablidad piara costae v ncerspular randes cantidades de ecuencias

adas vy el desarrollo de medios fisicos v oquimicos para introducir estas

RUNetivas purl
sccuencias en células de mamiferos parceen poner el escenario para un rapido progreso del

concepte de Terapia Genica haca la clinica. Un intento fallido de tratamicentao vlinico on



"

abtener urna cfuticnte

ron g

dificultades IConicas (que se presen

TORO, junto con las
duesatentaron ol crmtusiaasmo de alunos s cmbareo, fos doebates

fnsfoerencia xencetic
atmente en Estades Uridos a

comenziron form

puablicos v ¢ticos acerca de L Terapia tieni
v oculminaron con L tormacion del Subs create e Terapig Gaenica

principios de los S0

Humana del RAC (Recombinant DNA Advisory Committee) on T
i torma Jde

Loy Terapia Gonread esta surgicndo rapudamente come g eevoluciona
ciosas. K uso chinico del

tratamicnto encaminads a cafermedades genenicas, malisinas o o1y

netico para terapir ha tenido ung QUan daceplacion cicatiticd, medica v publica.

matcrial
I de metodos para intraducir ©f INA

En la actuahdad, s han desarrollado uana qran varicda,

J las celutas, ¢l metado de cleccion dependera de! tendo al gue e era enviado of qen. Estas
virales (rotroviras v

das e 3.

wr o

g

s e transterencia pueden

tecnic
adenovirus), quiaucas Gntraduaecion del DNA mediante Caa PO )L e fiaon (conjugados
cos (microinyeccicn vy clectroporacion), la maveria dJde fos

de DNA, liposomuas) v fi
protocolos clinivos emplean vectores virnies asando  retrovirus, Jdebido a o gque para la

[UrO Y cficiente de transtereneig seied.

KOS SO U medio s

mayorut Je los ¢
A pesar de los cnormes avances que han ocurrido on las bases cientificas de ta
crormes compiloidades

las apbcaciones chinicas son povas debido a s

Terapia CGénica.
implicadas. Las tecrtolognues existentes no permiten L reparacion de mutaciones dominantes,
pucdan ser chrmnadoes meduinte una suplerlentacion

solo se limtan a desordences que
KRencticd, estos ncluven a 1os desordencs recesivos como hemotilia v enfermedades gSenéticas

savmaticas no o altera da

adquirndits comoe cancer. El reemplazo xoenctico de colulas

endética de colulas Kerminales. Esto nos llevis o pensar on un principio similar

medsCos actudates como transplianios de organos, {os cudales han side

al de los provedimice:r

Cticamente aceptiados.

Varios investigadores comprenden bien qQue las herramicntas disponibles para la

CHes terapedticos on las celulas humanas defectuosas son probabicmentc

transferencia de



inadecuados ¥ que mayores mejoras on los presentes metodos de transferencia 2énica serin
requeridos para producir resultados clinicos verdaderamente utiles. Aun asi, existen cerca
de 100 estudios clinicos de Terapia Génica aprobados por las organizaciones rexuladoras.

Sena inadecuado sugerie que los estudios climcos deben esperar hasta un desarrollo mis

apropiado © herramicntas ideales, va que osto podn tardar anos v los pacientes con

cntan ana alta mortahdad

enfermedades incurables pres
El proposito de este trabajo os realizair una profunda revision sobre lo gque es la

x de transfercncia que han sido desarcolladas, ast como los

Terapia Génica. las teeni

alcances y limitaciones que ha tenido desde sus origenes hasta nuestros dias.




OBJETIVOS %

Objctivo General

introducir al conocimicnto de a Terapia Génica asi como a los avances logrados

recicntemente v a las metas futuras que se ticnen consideradas,

Objctivos Especificos

Dicfinir qque os Lt Toerapia Genca.
Estublecer las cestrategias v herramicntas con que se cuenta en la actualidad. asi como
reconocer Ly importanciia de su perfeccionamicnto.

rasu campo de aplicacion v evaluar ¢l alcance que pucde lograr a futuro.

Conewe

Considerar fos aspectos lexislativos, cticos vy moriles relacionados con osta innovadora terapia.




TERAPFIA x

GENICA é

DEFINICION
nica puede ser definida como el tratamicnto de una enfermediad con

Lt Terapia
agentes terapeuticos producidos s w7, 4 partie de un material xenctico nucvo Que €S

introaduciddo en ¢l pacicente?.
Su obyetivo os la produccion de una proteinag o de un LRNA que mejore su condicion. ya sea

mediante el reemplaze O suptementacion de un producto 2Qenico roguerndo para un

metabulismo normal. pero Gue esta ausente o defectuaso Jdebido a4 una mutacion on la linea

germinal. o bicn, abolicndo el efecto de una condicion adaguirida.

ANTECEDENTES HISTORICOS

La Terapia Genicd no es un concepto nucvo. como generalmente se piensa, 1a idea de

que {os Renes padian e dtilizidos para tratar enfermcedades humanas sc remonta varias

decadas, de hecho, muchos Jde 1os proneros Jde L Qenctica sabian que sus descubrinncentos

g tener una aplicacion clinica. Tiempo atras ded descubrimiconto del gen, se

practicaba va la manipulacion genctica, desde tiempos ancestrales se utilizaron a plantas v

as selectivas fucron la base de la genctica

animales con fines especificos, dichas practic
1 se realizd en 18739 on Londres,

moderna. Bl primer Congreso Internacicnal Jde Gendtic
aunque entonces s¢ conocid como Conferencia Internacional Jde thbridacion en la Cruzs y

der ierming Sxendtica™

Crianza de Varicdades, Pue William Bateson quicn propuso ol wne

FPosterormente, o trabaio de Mende! fue retomado por

huasta ¢! Tercer Conzreso on 190
en como unidad de herencia. Uno de

Hugo de Vrics v otros oridinandose asi ¢l concepto de
fue cn el hitulo presentado en el Sexto

103 primeros usos dei (ermine “ingenicria KQeneétic
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Congreso Internacional de 1932 en ithaca. Nucva York. ta Ingenicria Genética fuc definida

como la aplicacion de los principios gencticos i 1as especies animales vy vegetaless.

oncs

£l concepto de Terapia Génica se ¢ncucntra dentro del contexto de las tradic

farmacologicas y quirurgicas v pucde ser definida como la aplicacion de los principios
4 cnfermedad humasus. Este termino unce a la farmacotcrapeutica

génicos al tratamicnto de
con los principios xenéticos on ¢l momento ¢n qque se hace uso de un polinuciedtido para

tratar una enfermedad-.
. ahora conovido como

En 187X, Langley propuso ol concepto de sustancia receptol

receptor'. Ticmpo despucs Clark desarroila 1o hipotesis Jd¢ que fas interacciones ontre un
farmacy ¥ su recoptor estan gobernadas por a Iy de accion de masas: de este modo, el

funcion proteica v ia decion enzimatioa peerutio of diseno Jde

entendimicnto moiccular de
firmacos basados en un receptor blanco O un sitio activo.  la Terapia Génica con gences
antiscntido v oribvazimas representan una extension de este concepto. De hecho, podemos
terapias Jde reemplazo

decir que Ui CXpresion transitoria de genes exdagenos seme

que la Terapia Genica con una incorporiacion permancnte del gen

protcico micnt

terapeutico on los cromosomas celuldres es compariable con la cirugia dondce ¢l tejido u

Oreanc s modificado de por vida 4,
La Genetica molecular es quicn abre pase o fa Terapia Genica con el trabajo de

Avery, Maclceod ¥ MceCarthy publicado on 1944, quicnes descubricron gue los genes puede

Cidos nucleicos® v posteriormente con ol hallazgo de 1a capacidad de

scr transferidos cn los
sta

n embarko. no es b

los virus para transmitir 2ences por Zinder v Lederbe s en 19327

mayo de 1966 que Edward Tatum  predice gque 10s virus pueden ser utiliceidos para
transducir genes. ¢l estaba totalmente convenado de que un conocimiento profuado de la

rics haria posible una Terapia Génica, Anos mas tarde. Arthur

estructura ¥ funcion de los

Kornberg loxra replicar DINA sz vitro, 10 cual representa un importante avance rumbo a la
A principios de [os setentas, la Terapia Gonica se convirtio on ol tema

Terapia Genic
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central de diversos anticulos y conferencias. Aposhian en la reunion de 1969 menciona: “Si
se considera como proposite de un farmaco ol restablecer la funcion normal del cucrpo
humano. cl DNA debe ser considerado entonces ¢l farmaco mas innovador™,

discute sobre la tngenicrta enetici humana y la etica a seguir

En 1970, B. Davi
humanos, maodificaciones

sobre tas alteraciones a colulax xerminales, b clonacion de

xXenéticas de conducta, predeterminacion del sexo v reproduccion selectivas,

tuvo sus

Kenmea, base de L Terapta

Como todo nucvo métado la transterenct
inicios en especics infenores. B experimente que demostro con éxito la efectividad de ia

L fue el trabajo que s¢ realtzo on Lnvsopin/e, cn donde el factor Paransposon)

Terapia Cent

s¢ empleo para tranxteric un gen normal que codificaba para a enzima que produce of

Ly, ¢l cual tenia oste xen

un embrion de 7rosoge

color rojo Jdel Gio (npo sitvestre),
defectuoso. Bl resultado fuc que s moscas tratiadas adquirieron un color normal de ojo’.

ron este camino para la transferencia de genes

Otras experimentas similares utshi

distintos. La posibilidad de una terapia basada on la transferencia génica fuc demostrada a

principios sdc los TO™s cuando virus tumordles (DNA y RNA) fucron usados exitosamente

para intraductr infaormacion genctica nueva en los genomas de celulis de mamiferos. Se

CRCOMNO que 105 rotrovirus cran ostractuzal vy tuncionalmente similares a los tronsposonces,

por 1o que fucron empleados en la transferencia Jde 2enes on celulas de médula osca de

raton™,
la prmera “cura®™ gonctica reportada on mamateros fue on una cepa de ratonces

)3 en bajos niveles séricos de la

llamada /Zie/e, é«tos presentaban una mutacion que se refle
hormona del crecimiento, por lo cual {os ratones eran cnanos.  La enfermedad equivalente

en ¢l hombre es ¢l cnanismoe priuitacro. Hammer v colaboradores insertaron un sen de rata

fa hormona de crecimicnto en las celulas de estos ratones de tal suerte que

que codifica pa

cl gen fuc expresado en niveles altos.  La deficiencia de la hormona tue corregida, pero ol



a

ntismo alcanzindose

Ken no fue controlado apropigdamente por o que <¢ presentéd 2

tallas una y media veces mas yrandes de jo normal™.

las enfermedades xgencéticas

En un principio. {os investhgadores ponsaron  quc

humanas mas factibles a ser tratadas con Terapia Génica cran anormalidades en da

hemoglobina, (especificamente 3 talasemia) debido a4 que estos desondencs implican a las

células sanguwincas y la meduia osea s ol tejido mas FLacil para ser manipulado ser vsteo. Tal
to Jde transiectar ¢l gen de

SO por Mercola'? quicrn tre

es ¢l caso del trabajo reportado en
Ieio a cdlutas de medulia Osea de pacientes con talasemia.

ante fosrato de o

1a B-globina mcd
. por su

Sin emburgo. Jdebido o que L sintesis de globina os particularmente complic
o v fue criticado por razones tanto

COMPOSICION v HpPUs distintos, cl experimento no tuve ¢
de procvedimiento como cientificas. Esto Jio ongen g o Jdebares cticos sobre Terapia Génca
‘nica Humana

Humarng., culminando con o formacion de un Subcomite de Terapra G
ationad

=T). En 1985 of NI (2

derivado del RAC (CRecombinant DNA Advisory Commutte
nica humana, cn

Institutc of Health™ decidio que todas o8 futuros estudios Jde Terap.

Estados Unidos. tendrian que ser aprobados por o! masmo!t.
For clio, ia Terapia Génica tuve que ser aplicada con genes que codifican para protcinas
cl

s gones fucron fos primceros cand:datos

que se regulan Jdo una mancra mas simple.

suarnna fostorribosi] rransterasa (HIPRTY, ausente en la

qQue cadifica para la hipoxantin
enfermedad de lesch Nyhan: ¢l de la purnin nucleosido fosforilasa (PNFP), ausente en la

Inmunodeficicncia Severa: y of que codifica para la adenosin deaminasa (ADA), auscnte cn

fa Inmuncdeficicnoa Severa Combinada.

v on colulas ~omiticas por medio de a

El tratarmuento de enfermedades humard
1l de ser solo teonia para convertirse cn,una realidad. Esto no

transfercacia gomica b oo
hubicra sido posible sin ¢l gran Jdesarrollo de nuevas tecnicas moleculares empleadas on la

manipulacion de material genctico v oen el diagnostico. El primer protovolo de Terapia
Génica Humania aprebado por el RAC inicid on septicmbre de 1990 ¢ implicaba la




crite (que prescntaba un defecto letal

transferencia del gen de ADA a los linfocitos de un pac
en esta enzimat', Lox resuitados de este tratamicnto fucron muay alentadores lo cual permind

continuar con una mas amplia Investiacion en este ciammo

Desde entonces un xran numcero de protocolas chrnscos han sido desarrollados en los 5
Siones encontradas concicrnen

continentes incremcntindose expeoncnciatmente.  las aphc,
Abvolicos. sino también a enfeemedades

no sO0lo @ enfermedades producidias por crrores me

adquiridas como son of cancer valgunas enfermedades infecciosas.



TECNICAS

DE TRANSFERENCIA %

INTRODUCCION

pia Génica  implica  pasos  distintos ¢ independicntes . como son la

administracion, envio vy expresion del gen. La administracion se reficre a la introduccion

det gen o de ta formulacion que 1o conticne dontro del organismeo, Bl envio o transferencia
abarca la translocacion del sen, desde ¢l sitio de administracion hasta ¢l nucleo de 1 célula

blianco. la transterencia

amente la bicdispomitrilcdad del gen, su entrada a la
cétula v su tratico intraceiular hasta Megar al nacleo. Finalmente, la expresion s¢ relaciona
con 1a fabricacion del producte génico terapéutico en la celula, incluyendo los pasos de
transcripcion, traduccion v moadificaciones post-traduccionalest2,

La transduccion a células blanco apropiadas representa ¢l paso critico en la Terapia
Génica. Consccuentemente. se¢ ha puesto un gran empeno en ol desarrolio de métados de

transterenc

Renica que permitan diterenies formas de terapia; todos clles buscando una
eficiente introduccion de genes a las celulas!s. Las primeras ostrategias de transferencia

geénica exploradas fucron la in cion directa © inhalacion v s madificaciones realizadas

cx-vivo en donde a partir de una biopsia del tejido requerido, que se siembra v ose le
introduce ¢f qen terapeutico utilizando distintos metodos, se obticnen células madificadas
que son rearcesadas al paciente; este ultimo metado es el mas utilizado ya que ticne la ventaja

de que s¢ pucdce asexurar una transferencia genica efectiva ante

de ser regresadas las

células madificadas al paciente (fig.2. 1),




EEPOS kA
(aonure. husaco, e duie Q.08 0 MeCaneos :
rueca perd O Ramor) -l

INTECCION O INJERTO
DE AL CELULAL
MOOIFICAGAS CENE TICAKMENT®

e 2
ENTRATEGIAS DE TRANSFERENCIA CENICA!Y

Los experimentos paria probar las primeras hipotesis de Terapia Génica se basaron en
que las cflulas podian ser transformadas permancntemente por medio del DNA introducido
¥ asi restablecerse la funcion gendética perdida. Para esto utilizaron lineas celulares mutadas,
transfectadas con DNA mediante fostato de calcio. A partir de entonces, comenzaron a
desarrollarse diversas técnicas de transferencia. En la actualidad, sc eligen de acuerdo con cl
tipo de célula blanco y cl gen terapéutico’s,

En 1984 W. French Anderson e clasifico estas técnicas de transferencia en:

e Virales, donde sc emplean retrovirus, adenovirus, herpes virus, etc.

e Quimicas, como la mediada con fosfato de calcio, (por cambios en permeabilidad de
membrana).

e Dc Fusidn, sc¢ reficre a la fusion del DNA con vesiculas membranosas como liposomas,
cdlulas rojas fantasma o protoplasmas, y

* Fisicas, como la microinycccion y la clectroporacion.

Una mancra mas gencral de clasificar las técnicas de transferencia, incluyendo las

mas recientes, cs agrupandolas cn: virales y no virales.



YECNICAS VIRALES
Los virus han sido cmpleados comoe vectores bioldmicos, cncargados de flevar hasta el

ped ef gon lerapéutico y potenciar su lecturs dentro de la misma.

interior de L celula hue
enica viral es reemplazar los Qenes que codifican para

El principio de Ll transferencia

. por xenes que codifiquen para funciones terapéuticas dentro de las

funciones viralies
particulas virales infecowosas, sin climinar su habilidad para infectar a la celula blanco

v dimsir L expresion del producto génico. Para que cualyuicer vector viral

cficicntemente
cn Terapa Genica, €8 necesario que

sca considerado un posible moedio Jde transferenci
ser innovcuo, ostable v funcional. Es por cflo que todo

neuna tees caractersticas basi
vector recompunante cjue se construva Jdeteersn tener L capacidad de mnfectar a la célula pero
Los investigddores han ido profundicando on ¢l estudio de Jos

no de replicar libremente,
e Cada genero de virus, v esto les ha permitido avanzar

ACHON (qUe ST

mecanismas de repl

incluso ecn ¢l conocimicnto de la oncoxkénests viral, 2 han cncontrado virus con

mecanismos Jde replicacion sencillos como es of caso de retrovirus ¥ otros complejos como

los herpesvirus, de 1os cualdes su atibizacion on la chinica adn os riesgosa b
constriuidos, Jos retrovirales son los maias ampliamente

tores virales
o, debido a que presentan cicrtas limitaciones se

De los v

nHici, st emiy

utilizados para Teeapia
han  desarrollado otros vectores vicdles como los basados on adenovirus,  virus

adenagsouiados ¥ herpes virus cntre otros,

RETROVIRUS
la mayona de los tratamicntos clinicos va aprobados de Terapis

Génica se basan en

el uso de vectores derivados de retrovirus, Estos virus conticnen sy informacion gendtica on

ulas de RNA, poscen dos senomas de cadena sencilla identicos empacados en cada

mole
particula viral. Su cnvoltura contiene cierta proteina (env) que s¢ encucntra ecmbebida en la

a membrana Jde la célula hucsped. Dentro de la envoltura, s

bicapa lipidica, derivada e
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s estructuritles de la ciapside (gax); la

encucentra ¢l Tnicleo” que conticne  prote

transcriptasa reversa (RT) y la integrass, dos enzimas csenciales para su replicacion e

pedes. B primer s0 en la infeccidn viral es cl ataque

integracion a los cromosomas hués
det vicus a la supcerficic celular, para 1o cual s¢ requicre una interaccion cntre la proteina de
ja envolturs viral y un receptor celular. Algunos de los receptores identificados son: el
transportador de aminadcidos cationicos parn ol virus de Leucemia Muring Ectropica (VLM);
cl transponrtador de fosfaito como receptor del virus de leucemia murina anfotropica y la
molécula de superticic CDM como receptora del virus tipo 1 de Inmunodeticiencia tiumana.
Ademas  Jdel ataque celular, la proteina de envoltura tambicen os responsable Jde la
penctracion del “nuclee™ viral on fa célula infectada, Uing vez que ha entrade a ta cetulaen
el citoplasma, of RNA ded retrovirss o8 trins gito inversamernte (por medio de 14 KT g un
DNA lincal de cadena doble. Durante ¢sta (ranscripcion, se proaduce un par Jde repetidos

son

Hamados UTRs (“long terminal repeats™) los cuales languean [os genes vinties

T del RNA viral, La importancia de ostos mndica on

Kenerados a partic de los extremos 8%y

dores de transcripeion), caencales para promoser la

su contenide de “cenhancers™ mplific,
transcripcion del DINA viral. Bl DNA viral es entonces transportadoe doentro dei nucleo v se

integra al azar en los cromosomas hucespedes. Enalgunos cases. come b odel virus VML g

) Gue ¢ requicre de la ruptara

tosis de 1a celula huespoed.,

integracion dependera de L om
de la membrana nucicar para permitic la entrada del compleio e preintegracion viral al

81, €S un cvento muy bicn

nucleo'*. Liantesracion det retrovirus, catalizada por la intesra

ordenado gque requicre de o presencia de secuencias especificas on los £TRS para una

correcta integracionts,

Construcciosn Del Voctor Viral  Para la consiruccion Jdel vector retroviral os
DECeSATIO Conservar secuencins esenciales det ciclo de vida del virus, como serian: ambos
LTRs, que adermds de contener pequenos repelidos invertidos esenciadles para la integracion

n de la transcripeion y poliadenilacion de

del DNA viral, contienen senales para Ja tnici
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los RNAs virales: una sccucencia llamada sitio de unidn del iniciador (pbs “primer binding

LTR 5" y unc (RNA celular e inicia la

site™), que s¢ encucntra inmediatamente después del
¢n purina (pu) quc inicia la

ccuencia ric

sintesis e la cadena (2) de DNA viral; una 3

dena (#) e DINA viral; v la senal ‘W, importante para un cficiente empaque

sintesis Jde Ia o
de RNA viral en las nucvas particulas virales., Estas secucncias han sido localizadas en ampos
extremos del INA proviral (fig. 2.2). A diferencia de Lits secuenclas anteriores, los genes
s proteinas virales (causantes de la infeccion), no san indispensables para la

que cadifican |
replicacion y empxngue por 10 que pucden ser eemplazadas con sccuencias externas de

DINA, reqquertdas pars L correccion del defecto Zendtico (eenes terapeuticos) T
1rreilo Jde estos vectores ha stdo la xenceracion de

Un avance importarnte e oof Jde
oen Jdonde se prnducen vectores retrovirales libres de

hincas celulares ilamadas Jde empagn
COManm:nacion Jd¢ Oros Virns (Conacidos come virus silvestres o cooperadores) los cuities

ucncias no dJescadas. De esta mancra al

podrian disermnarse entre fas celulias v tracr consc
introducirse ¢l DPNA madificado del retrovirus a estas cclulas, se producen viriones que

ndose.

pucden infectar 3 sus célislas blanco pero no sexuinr dis

i

[ IO

CGENCOAMA PROVIRAL DEL VIKE'S [ LETCEAMIA MIETRINAYY
las Iincas quebradus de ks extremos reprocentan al DNA Cclular que tanguca 4l DNA viral intexrado
de amen det imaador, S atho de sobeclapamiento del donador,

LTR."long termuinal repeat™, phs ot
S utio de sobrelapumicto dol aceplor. pu wosen i o o purinas, woswnal de empaque.




Como s e esperarse, ¢l uso de vectores retrovirales presenta ventajas y desvenlajas.
Algunas de las ventajas que podemos considerar son que ¢l receptor para estos virus ¢s
expresado por muchas células de mamiferos, por lo cual  éstas son susceptibles de ser

transferenci.

infectad: Keniva e eficiente v su intexkricion ex precisa. los L'TRs proveen

de secucncias de promotores y amplificadores ¢ cntes que funcionan on diversos tipos de
celulas dirigicndo la expresion del gon de interes snsertado. Adermas se han disenado nuevas

celulares que permitan obtener un alto titulo de

cneracion Jde line

estrategias para la

vectores retrovirales libres de virus contaminantes!”

Humana implican  una  transduccion  genctica en celulas primarias  de cultivo vy

pastenormente su transplante a los pacicntes. Debido g que estos metodos de transplante
suclen ser probiematices, se ha buscado desarrotlar teonicas Jde transferencia directa g7 viven

ia primcera Jde cilas ¢s su baja

Los vectores retrovirales presentan Jos desventajas m

infectividad, una posible explicacion a4 csta observacion es la baja cantidad Jde receptores

que las células humarnas presentan para ¢l virus,  La scrunda desventaja os que, a pesar de

qQue s¢ ha lozrado sencerar un ttuto alto det virus ©de! crden de 107 a0 107 PFLSml), por

s cetulares, este no ha sido suficicnte parca una aplicacion iz vrive. Posible

medio de las line

soluciones a cste problema han sido fa ultracentrifugacion (en Jdonde s ha presentado

perdida de infectividad por ¢l dano que sufeen las proteinas de la envoitura), la
ultrafiltracion dogrindose incrementiar 50 veces la concentracion)y v la ostratexia mas
recicnte es la larmada formacion pscudotipo. gencrindose mediante clla, particulas virales

con una gran capacidad para infectar celulas humanas.  Esta formacion pseudotipo ocurre

s coinfectadas con dos virus, relacionados o ne relacionados, resultando asi,

cn oclu
particulas viriales que poscen ol Kenoma de un virus vy las proteinas de envoltura del otrot®,

ho de no poder caracterizar por complete al vector

nt s ¢l he

Otro problema que se pro
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wetroviral producido en las células de empaque, por 1o cudl es necesario hacer un examen

exhaustivo de estas lincas ¢clulares para prevenir secucnenls contaminantes ya sea de la

ad de que los vectores

celula o de microorganismos. Finalmente se ha d tido ta posibali.

retrovirales  sean oncoxcerticos  debido a que sz insercion  puecde  activar  oncogencs

velularest»,

ADENOVIRUS

Los vectores de estos virus han sido empleados en conca de 10% de los protocolos de
Terapia Genica ya aprobados por ¢ “Recombinant Advicory Commtitee™, por lo cual, este
tipo de vectores resultan ser uno de los mas prometcedores sistemas de transferencia genica

en la actuatidad.

Los  adenovirus son wvirus  cosaddricos con un DINA  lineal de doble cadena e

Su “nucke s¢ encuentra protexido por

aproximadamoente 36kb y que no poscen envoltur:
las proteinas de la capside. Se conoven a la fecha 42 serotipos que infectan a humanos, de

ctermadost™ Los adenovirues

v 12 s¢ cncucntran bien ca

los cuales fos serotipos 2,

alt v bajas. como influenza,

las v

S respIEor

humanos producen probilema
faringitis. conjuntivitis y neumaorma ontre otros, Su cicla replicativo s¢ encuentra Jdividido

i de Tos templiados v termina antes

en dos fases: Temprana (B) que se incia desde la ent

cion del DN

rdia (L), la que comicniu con la replic

de 1a replicacion det DNA vir

ta mayoria de las rexiones tempranas ticnen promotores separados (en “trans™). Los

transcnlos tempranos han side clasificados en: tempranos inmediatos (E1A), tempranos

1dos (K1R, E2A ¥

B, E3 y E4). El xenoma de los

intermedios (1IVa2. X3 ¥ temprianos ret
adenovirus oy Cxpresado Jde und mancrid regulada womporalmente, comenammdo con los
Kenes  tempranos inmediatos en o umdad  Jde transeripocion 1AL la proteina E1A
posteriormente transactiva las unidades de transcripeion tempranas retardadas E1TB, E2, E3.

E4 v L1 El xen ETA desempunda un importante papel en el control de todos {os demas RNAs
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mensajercs tempranos; su producto se une at DNA modulando la transcripeion. Se¢ ha visto

que esta proteind se relaciona estructuralmente con jos polipeptidos oneoRenicos mye y

cn malignas mediante la union de ta

myb. La rexion EVA pucde convertir cclutas normales

protcina E1A a proteinas como plos Rb provocando que estas picrdan su funcion. Otro de

region (Ad12E1A) apaza la sintests de motecutas MHCOC

los polipeptidos producidos por ¢

cnciia de hnfocitos T

clase T permitiendo g las colulas transformadas sobrevivir en pro

ipal

de que la replicacion det 1PNA ha comenzado. ¢l promotor prine

citotdxicos. Despud

trdio (MLP, “mmor Late promoter™) o quien s¢ vuacive activo v dirige la mavoria de la

trapscripeion vieal subecuente 'O

Construccion del Vector Vieal. Muchos de ostos veclores se construven i

partir de los serotipos humanos 2 v 50 en los cuales s regiones E1A v BB son suprimidas

para prevenie la replicacion viral Estos vectores son propagados en «clulas 293 humanas,

las cuales proveon productos SEnices on fraas. En alrunos vectores la region B3 (no
escncial para ta replicacion del genoma viral) es climinada proporcioniando mavoer espacio
para cl gen terapdutico. Algunos de los vectores adenoviriles on uso presentan deleciones en

v e expresion Jde las sccucencias insertidas es promovida

tas regiones ETA-EIB v

S SCUnCn Inder asoviadas, o por el

usualmente va seis por ¢l promotor ET AL 0 por ML v
Promotor £33 0 DIicn Ppor secucnciis promotoras oxternas que ban sido agresadast o,

rse ung transduccoion cficiente on un

Estudios prechnicos demuestran que  pucde logr:

namcero significativo de células in viveo y que Ja expresion genica persiste por un periodo de

ticmpo considerable. A pesar de que fa expresion de la region 1 afecta ta eapresion de
otros productos virales necesarios para la replicacion, sy presoncia no es absolutaments
neces.drid. Sin embarzo, i habilidad de los genomuas adenovirales carentes de osta region
para replicar, depende de o expresion Jde productos genicos Jdoel huesped o del estado
proliferativo de las cctulas. Isto gquicre decir que la capyacidad del adenovirus para

ancois, La

replicarse sn vivo sdependera prncigatmente de la naturaleea de la celuta by
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construccion Jde vectores recombinantes se logra mediante la recombinacion homologa entre

tdos v un plismido cxpresado, que conticene ¢l transgen de

Xenomas de adenovirus maodif
interes fMTanquecado por secuenciias que se identifican con ol xenoma det adenovirus.

cntca. los adenovirus ticnen un

Cuatdo hablamos de vectores de transferencia

numero considerable de ventiayas sobre otros metados. Existe un amplio rango de cclulas de

Pueden ser producidos en titulos bastante clevados

s cudles pueden infectl

mamiferos a L
del orden de 10'Y PRU L mid, por To cual os posible realizzar ond infeccion or vive. Ademas, 1os

adenoviruys son capaces Jdeinfectar encicntemente celalas on estado Litente, como ancuronas
cncrilmente no se intexran al genoma Jde las

y hepatocitos. G hecho de que los adenosiras

celulas que infectan, descana L posibihdad de que ac presente mutagenes:s por inscreion.
¥ 1 ¥

Finalmente, La oestructurs Jde! genoma adenoviral v sus mecanismos de regulacion para ia

expresian xénicad. han sido estudiados g protundidad, 10 cuad faciine su murmpulacion.
transitoria del

A CSKIS VORIS(AS SC Contrapone nt desventaias coma Ll cXpresion
terapeutico v a induccion Jde una fucrte respucsta inmune contra o vector. £n muchos
casas. ¢! use de vectores adenoviriles requirere Jeounag cx presion transgemnica prolongada o
bien la admuinistracion repetida de ¢atos. La peéndida de sy oxpresion transgoenica parcce ser
debido on gran parte a que estas

comun ¢n la mavor parte Jde los vectores adenoviralo

no s oantexran al genoma de la célula

vectores tienen una repheacion defectuosa

hudsped!'.
Debndo a que i praimera fencracion  de veclores no  tiene  una  replicacion
ntidades pequeias de las

rde Ly detecian de KTy v ET1TB, G

completamente Jdefcotuosa. 3 pes
proteinas de 1a capside son sintctizadas por Las colulas infectaddas. 1la consecuencia s una

mmune por parte dei huesped que previcene una infeecion ofcctiva en las

fucerte respuesta
siquientes  exposiciones  al vector. En un esfucrvo para  producic  vectores menos
inmunoxcnicos, Engelhantt v colaboradores on 1991 modificaron al vector cstindar

mediante la introduccion de una mutacion termosensibie on la protemna de union al DNA
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cadificada por la regiéon EZA, previniendose asi su expresion.  I)¢ esta manera, se redujo fa

pside y. por tante, Ia induccion de la respucsta inmune.

Es

expresion Jde proteinas de ba ¢
onsiderar @ambién que el Ciclo Jde vida del adenovirus implica Ia crpresion

necesario
temporal de un gran numero de praductos genieos con diversas actividades biolokcas.
proteica del huésped y la

Jdo e La sintesis

A expresion Jdc gencs permite cf apa

“ivn malisng

1storm

On de prodductos senicos impilucados o une tre

VIRUS ADENO-ASOCIADOS

cncontraron  como virus  satelites en

Los  virus  adeno-asoviidos (VAAY
preparacionss Je adenovirus v posteriormente s¢ observaren on humanos. simios v aves sin

causar ningung cntermedad aparente. Estudios subwcecucntes de las infecciones latentes por

VAA no han revelado algurna asociacion con cancer O alstn otre ctecto adverso. e hecho,
se ha encontraado un cfecto protector de [os VAA contra carcinokenesis moediida por otros
virus como adenovirus vy papitlomavirus?'.

Los virus adeno-axoviados pernenecen il Kenero pamcovitus, miembros de Ly familia
a4 v no

sencilla, muestran una simetria cabi

Sarvovirndac, Poseen YNA lincal de cadens

ticnen cubicrta. {a replicacion v ensambice de i capside se efectua en of nacleo de 1a celula

hudsped. Son virus =defectuosos”™ gque no pucden replicar, sino es con 1 avuda Jdc otros
Virus conovidos Ccomo virus cooperadares, usualmente adenovirus, Berpesvirus O vaccinia.
al cromosoma del huésped v permancce

En ausencia de ¢stos, el genomir del VAA se integrs
latente por pornodos prolongados. Su genoma osta constituicdo por 3681 nucleotidos,

incluyendo dos repetidos invertidos terminales abreviados como ITRs (“inverted terminal

repeatsT), jos cuales contenen s secucnoias que Achuin ©n oy mInaeas necesariis para

de los MMRs pucden formar

replicacion, empaque y rescate. las porciones palindremica

horquillas en la cadena sencilia de DINA. [a hormquilla 37 sirve como origen de replicacion v

sitio de enlace a protamnas rep,. Se hi encentrado que los ITRs poscen actividad promotora



16

intAinscca Jde transcripeion. Dentro de elfos existen dos marcos de icctura abicrtos (ORFs

“open reading frames™), que codifican para rep y cap. implicados en la replicacion y s

e CS transcrito a partir de 2 promotores: pa ¥ pie

psidacion respoectivimoente. Hl

generindose as proteinas rep G5, 78, 40 v 52, las primeras dos son requcridas para la

I, mientras que rep 40 y rep 52 se necesitan para la

escision y replicacion del DINA v
acumulacion de cadenas sencillas de DINASS
Rep 68 ¥ rep 78 controlan la replicacion del INA de VAA, por medio de una interaccion

la de

directa con tos ITR’s.  Las proteinas rep prescntan actividitdes fz satne que incluye

helwcasas depoendicntes de ATP, unon a [INA de sccucncias espectficas vy actividad de

endonucicasas especificas de cadena v secuencia
Ll €1 Capr ¢S transCrito a partic del promotor paoe en dos tormas sobrelapadas: ef transerito

a partir del cual V' os tradiucido v el transerito mayor, a4 partic Jel cual VP2 y viIrs

son traducidos usando dos codones Jde osmciacion diferentes. la proteina caodificada por el

x2en VPR es la miis abundante en el virion, En algunas incas celulares humanas, el provirus

VAA s¢ integro con unag frecuencia de SO% a 7% on una region (it VAAST) del

PO e pensd quce el complejo que formaba la proteina Repr con

cromosoma 19 En un prine

la horquilla del ITR v ¢l sino VAAST servaaz como intermediario para osta intesriacion

RO, e cnContne que este sitio de union para proteina

cromosonuca espxecifica, sin cmt
Rep st presente on varios $itios cromasamicas. POr ¢sta razon, s¢ piensa que la formacion
de este compleio no es ol unico responsable de 1a integracion en el sio VAAST, Sce requiene
aun de estudios adicionales que nos pormitan conocer tadas lds causas que propician ka
mavor frecuencl de integracion al cromosoma 19-0

Construcclon def Voctor Viral Debido a la integricion estabie que presenta of
MINA del VAA on ol Renomus cetular se penso en o posibilidad de construire virus adeno-

Para cllo s« han utilizado

ascwiados recombindantes (que portaran genes torapeuticos

plasmidos con la finaidad Jde evitar la generacion de VAA de tipo silvestre.  Este metado
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implica la co-teansfeccion de lincas celulares como las células 293 con un plismido quc

contiene los marcas abicrtos de lecturs para repy caprbajo el control de fos promotores pl1 5.,
P19y p40 v otro plismido quc contiene ¢IYNA heterologo con 1as senales apropiadas para la
transcripeion como: promator, amplificador y senal de poliadoenilacion, flanqueadas por los
ITRs de VAAZL,  El principal atributo de oste sistema es fa reduccion de un sobrelapamicnto

de secuencias entre los pliasmidos itre ¢ itr | disminuyéndose de este mado [a recombinaciaon

homdloga y por consiguicnte 13 generacion de VAA de tipo silvestre

LOS vectores construidos con virus adeno-asociados han demostrado ser eficientes en

dividen. Esto trae como

su transduccion y posecr la habilidad para infectar células que no s

conscCuCnCin (que sy intexracion al Kenoma celuliar no oCurrd v ogue por consiguicnte la

expresion del vector s¢ vea disminuida, Por otra parte, ot punto importante de estos

teRracion especifi

s i ~2 quoC se

vectores, que podria e r considerado una de sus ventagas
ha encontrade on cf tipo silvestre, al cromosoma 19 en lincas inmortatizadas®?,. Sin
embargo. s¢ sabe que este fenomeno ¢ menos frecdente con VAA recombinantes v sob

todo que osta intexsracion localizada no ha sido demostrada iodavia despues de una infeccion

in vivo.

La princrpal limitacion de 1os VAA para Terapia Genicd ¢s su limitado espacio para of

Ren terapcutico y problemas con la praduccion v purificacion del vector. Mierntras que un
Zenoma Jdct VAA ticne 4.7kb de longitud, un VAA recombinante pegqueno sobrepasa las Skb.

minima de los I'TR's ¢s de 145 bases, dejando un espacio de

Esto ¢s porque la secucngis

clementos (e eXPresion necesdrios como promotores,

4.7kb para ¢l zen de interes y todos o

e limite de espacio on ol vector excluiria a

idemilacion. Es

amplificadores v senales de pol

. Ahora bien,

muchos senes de o gran tamano que padicrian ser candidatos a Terapia
Ia habilidad de empacar v purificar grandes cantidades de vectores de VAA, se encucntra

limitada por factores tconicos, la principal dificultad ¢s la d¢ mantener estabies las lincas
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celulares de empagque que expresan al gen reyn Sin embango, st os una limitecion relativi

¥a que se continua con la busqueda de nuevos maodos pira cesolver este probiemass,

Ha mediana y

NERPESVIRUS
xon de

Los herpesvirus pertenccen a familia Herpesvirnliac,

preseats simeiria

ta
vulbca con 162

vontichen DNA lineal de doble cadena.  Sua capside
capsomenos. Se forman ¢n ¢l nucleo y o nxdean de una cavolturag de lpidos, adquicren la

membrana de hpidos por qemacion o traves de la membeans nuckears,
sntesctones tatentes op las células

O a L céTula, s

LOs herpesvirus son virus noeuroiropieas Gue producen
hovpesviras oy inteonducs,

neurendtes, de tal arodo Gue cuanda b versor e
antienc o CcHa durante L vida e L omsma e un estado cpeomal. Ademas de gque son

CAPICES J¢ eXPIVTRIF ReNeS CXCReNas inciuyenda hos proverentes e una gran variedad de

ran sedo consideridos

velulas Jde mamiforos, ticnen L capgerdad Jde coritener mas Jde 30 kb de DNA vy povierse
risticas,

FOor tomdas eshas carac !t

obtener ey 1o SUS vertores.
ISECTTA e POt

noacd

mn compleja e

COMO LOs TUINAAS v fores T e ed e
rulag ron

Construccion dcl Vector Vieal Cebndo a
AOHCTAr WOOAre s Sirales recamibinantes (que scedn

presentd su reebicacion. ha sido i
Rewgenternonie ~a-  cncontes Gte inclu<o ana

encardces e repficar

compictamente
e ostos virus os suiikienic Duara marar a2 las cefulas, debudo a quce

replicacion mncomperente
G la rephicacion, que se ontinuan oxXpresando

CIErtOS Producios Lemcos Yirales espeaitices
et caso el vector Czala3

tas musmars. tal

tOxICOs para
me Jdel gen iemprano inmediata

12225 WOn

cn das colutds ar

de cast taeda la poerstion codstic

Reoeradd por ia
en es fa peindioit protend roeguiddera de la transcripeon, la cual

IE3  El progducts o

FCGUICIT LINIQ U N L CXPresion Zenicd lempeans comao tardiast
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celulares de empaque que expresan al gen e Sin embargo, ésta es una limitacion relativa

ya quc s¢ continua con la busqueda de nuevos métodos para resolver esic problema?®.

HERPESVIRUS

Las herpesvirus pertenceen a la familin Hoerposvicidae, son de talla mediana y
conticnen DINA lincal de Jdoble cadena.  Su cipside presenta simetria cubica con 162
capsomeros. Se forman en cl nucleo y s¢ rodean de una envoltura de lipidos. Adquicren la
membrana de hpidos por Remacion a traves de 1a membrana nouclearss,
LOS herposvirus s0n virgs neurotroph-os que producen infecciones latentes en las células
neurcnales, de tal mado Gue cuando ¢l vector de herpesviruas os introducido a la célula, se
manticne on clla Jurnte la vida de L misma en un estado opisomal. Ademuas de o que son
Ccapaces de expresir Renes cXoRenos ancluyendo los provenientes de una gsran varicdad de
células de mamiferos, ticnen la capacidad de contener mas de 30 kb de DNA y poderse
obtencr titulox altos de sus vectores,  Por tadas estas caracteristicas, han sido considerados
Ccomo 10s futuros vectares 3 emplearse en ¢l sistema nervioso! .

Construccion dcif Vector Viral Debido a la regulacion tan compleja gue

presenta suoreplicacion, ha sido Jdifici] xenerar vectores virdles recombinantes que scan

encontre que  incluso una

ntemente

r. Rew

completamente  incapaces e replhic
replicacion incompetente Jde ostos virus os suficiente para matar a las celulas, debido a que
ciertos productos kénicos virales especificos de fa replicacion, que s¢ continuan expresando
cn las cdlulas infectadas sOn toxicos para las mismas, tal es ¢l caso del vector CgalA3
Kenerado por la delecion de casi tada la porcion codificante del gen temprano inmediata
1E3. El producto Ao este gen es la proincipal proteina reguladora de la transcripeion, la cual

se requicre @anto en la expresion senica temprana como tardiaZ?,
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Dx una mancea goneral, se puede decir que de acuerdo a su construccion hay dos tipos de
vectores de HSV-1 (“herpes simpiex virus type 17) virus cooperadores dependicntes de

sistemas dec vectores de plasmidos y vectores basados cn genomas virales recombinantes.
Los primceros contienen scoucncias especificas de HSV para la replicacion vy empaque ¢n
presencia de virus cooperadores, este tipo de vectores han sido utilizados para transferic cf
gen Jack a cultivos de neuronas. En teora, st Lo célula es dafectada con un vector de
plasmido en auscncia de un virus cooperador, no debe sufrir ningun cfecto citopatico. por
etlo es importante que la razon de vector de pliasmido v virus cooperador sea clevada, £l

segundo. que s ¢l caso del vector recombinante, se utilizo para transferir ¢l mismo xoen i

¥irvoa un cerebro de mamifero observindose solo una expresion transitori
ia expresion no regulada de los 4 genes IE restantes en ¢stos vectores  producen mucerte
celular, 10s mecanismos mediante los cudles se rekuliara negatvarmente la expresion génica

de HSV-1 cevitando cl ciclo litico o la mucrtie celular durante la latencia son mediados

probablemente por una combinacion de factores celulares ¥ virales que aun se deconoven,
rroilar vectores de

tixacion al respecto para loxrar de

por 1o cual se necesita mas inve

icates para la transferencia génica
s sistemas virales que se han desarrollado para

HSV- 1 sexuros y o

Como podemoes observar, existen vari

1a transferencia Seénica aunque, no todos han avanzado de igual manera que los sistemnas
or cjemplo, los virus adeno-asociados se encucntran hmitados por su

les.
Sin embarso. su

retro v adenovir:
Pn o terapeutico.

reducida capacidad para la introduceron a su genoma de
aparcente habilidad para intexgrarse 2 un sitto particular del genoma humano ¢s de gran
significado, si ¢] vector recombinente la manirfiesta tanto sz vivo COmo w2 svitno..
Por su parte, los berpesvirus tambicn  parecen ser promcetedores como vectores  de
Sin embarso, su genoma grande v

transferencia gEnica por su tropismo a tejidos neuronales

complejo requicre todavia de un mayor entendimicnto pari poder ser considerados vectores

de transferencia xenica oficientes y sexuros dentro Jde ostos sistemars.
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TECNICAS YO VIRALES
A pesiar Jde gque 13 mavor parte de las imvestigaciones s¢ han enfocado al uso de virus

tambicén ha habido un considerable progmeso cn

Puarg L transteneneia senic

cmbinante,
el desarrollo de teonicas no virales, Hamadas tambrién formulaciones farmacéuticas de genes

as Jde los vitus). e hecho, se ha esperado

O virus artificiales (por cmular tunciones biofos

pucda extender su potencial lerupeutico 2 muchos productos

que [a transferencia genic

bioléxicos convencionales que comunmente no son 1o suficientemente efectivos por si solos

¥, sobre toxdo, competir contra las lermpias quinitRicids y farmaceuticas convencionales por
su aceptacion on ¢l mencado ofreciendo una mavor efectividad, seguridad ¥y oun costo

ard losrarlo, necesita ser stmilar o la terapeutica convenciomi! en su naturaleza

razonable.

y mado de administracion

El avance en os sistemas de cnvio de firmacos representa una importante base

experimoental v teorica para cf desarrollo de terapias génicas no virales.  Muchos métodos

. polimeros y

para cl envio genice no viral, incluyendo ¢l uso de liposomas, lipidos cationico:

peptidos de lists endosomal, fucron desarrollados 4 partie del cnvio controlado de firmacos

convencionales y proxiuctos biotogicos. La distribucion de una particula on ¢l organistno

icteristicas Je superficie,

depende de sus propicdades fisicas CoOmor tamiano, cardd. i

interaccion con profenas séricias vocon superficies celulares. Por cjemplo, debido a su
tamano, ¢s poce prebable que el DNA ditunda una distancia considerable a partir Jdei sitio
dc inycccion intersticial O que atraviese cficientemente barreras como cndatelio, epitelio

queratinizzado o barrera hematocncetalica. Similarmente, debido a su carga v propredades

de superficic, o8 pustble que ¢ DNA introducido on espacios vasculaees sei opsonizado v

climinado por cclulas reticulocndoteliales, Debido a esto, L transfercne ia enice 8¢ inicio on

instersticitl como misculo, thmores solidos, picl y

tejidos accesibles b la administracion

epitclio putmonar, asi como tendos accesibles al compartimento vascular como endotelio

pulmonar v hepatocitos! =,
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cos de tamano

Las teorias y mdétodos desarrollados para controlar ei envio de fiarm,
molccular pequeno, usando acarreadores especifices han resulitado ser utiles para ¢l covio
de genes a tas células manto s v como o v, Estas formulaciones incluycen ia
incorporacion de tipdos, peptidos v poliniceros as como ligandos para receprores colulares
especificos v trafico intraccelular. Estos metados requicren ser adaptados al tamano y carga

del PINA ademas de asexurar su Hesada al nucleo.

FERLNCIA drr vitro

SISTUMAS D THRAN

Los madelos g2 av2tn0 Ran demostrado ser pawvo ficles i su funcionamicento 77 svivo, sin

embuargo han sodo amponrtantes on el entendimicnto v desarrollo del proveso de entrada oy

en v han poermitido Hevar a cabo las primeras validaciones de los sistemas de

expresion dot s

LENSICreENCIE ReNicd que estan siendo ompleados en modetos animales v ensavos clinico
Tramnsfecclon Uno de los primeros metados empleados para la transferencia del

acion a

A las ccolulas fue la precipitacion de [INA con CadPOO . v opesterior apli

Zado con detatlel peso e puensa

Celulas en monaciapa. Sy mecanismo no b

quce ¢l compleyo Ca-DNA Jorma una particula que precipita on la superficie det cultivo

pce ttrn t o ericiencia e

cetular permaticndo L entrada por mmedio e una cnado eosis o e

curon e precneitacion voo! tamano del

L reansteccion dependera e a catidad g Taoe

precipitado formado. Una de las variaciones realizadas a este rmetodo Jde transfeccion fue la

na y polibrenoe ™. La transtfeccion con estos

utifizicion Jde otros cationes como DEAE, polil

SO% de las celulas cultivadas, Mucho Jdel

metados permatid b enteada del ONA en un 10-

DNA introdfucido no se integro en los cromosornas celulares, pero permanseio en el naclco

COME 4N Cicmento EXracromaosomal O CpIsertL o TCCUCIICLE Con Qi juie Sentegraron los

ta antegracion ocurrio on

plasmidos transfectados  fue baja (10 a 10 * celulas) v

ones al azar!-,
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Métodos FYsicos La microinvecion de DINA af nacico ha sido uno de los metodos

COn Gna imcKracion poco

fisicos que ha permitido la cxpresion de qonces recominnante
froevucnte. A pesir de ggue ¢l numens Jde colulas transfectadas os limitado, ha sido usado para

les transgenices

la introduccion de gencs en cmbirones utibzaados en s produccion de antm

¥ ha tenido una menor aphicacion cn Torapma Ganied somatic,
cntr un metodo analoso al meétado de

A DNA repres

El bombardeo de miscroparticulas unnd
inveceion directa, solo que implica la precipitacion del 1INA sobre Llas microparticulas, las

s mediante un APOSIIVO Gue impulse

Lis hasta el anternior de tas cetu

Cuales son ineorpy.
as Jdriven balhiste devises™ . Una vez

Las partnculas mediante I oxpansion Jde un 2as (7
itro de L cctula, el IINA os removido

Que Las particuas cubrertas con DINA se depositan

do o expresion xennca Este  meoetsdo ha sido

sraduatmente de ) particuia permitien

empleado tanto en L inxenicrtd qenetica de pleritas . ast como parst L expresion transitoria
celulares incluvendo hneas celulares

de cicrtos xenes on una fran vancdad Jdeo orpos

humanas de ongen epitelial, cndotenal, tibroblastico vy hinfoaiturio v en celulias primarias

cron de DNA por medio Jdetb bomibardeo

camo linfovitos, monovcitos ¥ fibroblistos, Laan
con particulas ccurre on un Srupo de TO A 1O celulas -

~1.00 es la clectroporacion, on la cual las

Otro de 1os motodos istcos amphimente uts

células son oxpucestas a un voltare clevado, 1o cual madifica la permeabrtidad de sus

nteror. tas condiciones para la

membranas prermiticndo ¢l paso Jdel DINA a

clectroporacion como son o) voltaje ¥y la capaciiancia detxr ser ajustadas para cada tipo

Lt de transfeccion optima v un alte porventage de viabilidad

ar una cficicn

celular para low

celular. For moedio de este metado se aloanza una teansfeccon transitoria de muis de 90% de

cetulas roimarias probadas?™

las células en muchas de las hincas celulares v alsunas de

Lipldos Catiénicos y Liposomas Los hpmdos cationicos se han convertido en

netica rr vitno, El prototip» utilizado ¢s

agentes importantes para 1@ transfercnoia

DOTAMA (1. .2-dioleiloxipsoril-3-trmetil . bromuro  de  amonio) . Las  formulaciones
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claboradas de DNA con lipidos cationicos como DOTMA v fosfolipidos neutros como DOFE

2.3) producen compleyos  hipido-DINA  capaces  de

{diolcoilfostatidiletanolamina)  (hR.

Fstos métodos dan  cficicncias de

introducie cficientemente el DNA on tas celulas

celuliares v celulas primarcias,

transfeccion mayores a oo en aleunas ltne
Comercialmente tas mezclas de lipudos catiomcos thpotfectina, lipofectamina ¥y otras) se

encuentran  disponibles  solo part investiRacion. Bl compleo hpido-1INA de estas

formulaciones no ¢s un liposoma verdadero, en ol cual los componentes se cncuentran

stno que ol hipido cationice forma una

encapsublidos doentro de unag estructura bigadu

A POr HHCEACOIODC S 10micas entre ambos. e

particula mediante la condonsacion del 1R

A traves de ineracciones hidrofobicas

hecho, este complejo pucde cantener varos plismidos

mano y L caraa deb compleio hpnda- DONA v sy efidencig en

entre fos entaces Hpidioos, K
12 transferencia Kemca pucden sor optimiazidos alterands a composoon de los Tiprdos v del
DINA dentro del complope POr ciemplo, vesiculas grandes muadtlaminares Jde 300-700nm
pueden ser mas ctfecthivas que vesiculas unilaminares de 30-100nm Y. Se han sintetizado
una xran varicdad de cstos hipndos cationicos  incluvendo estrusturas analogas s DOTMA
como DMRIE (1.2 - dimiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxictil bromure de amonio) v DOTAP

a5 come hipidos que  contienen

1.2-diolcoiioxi- 3 Crimctilamonio)propano  (fix.
polilisina. colesterol, lipopoliamidas ¥ deterkentes de amonio cuaternarios.  Lipidos neutros
como ¢l monovtcorlicerido (AMOG) vy colesterol. han sido emplecadas en lugar de DOPE. A
pesar de que varios Jde ostos hipidos cationicos  y sus combinaciones exhiben distintas

cf] nCids on la fransterencis 2enica o diversos tipos celulares, no existen todavia patronces

claramente cstablecidos concernientes 4 los acarrcadores lipidicos necesiarios para optimizar

estos metodos.

Los liposomas convencionales tambien han sido investixados como acarrcadores para la

transferencia géni Estudios compariativos demucestran que son menos efectivos que los

lipidos catiGnicos y Otros sistemas 722 vitro de acarreo. rit mejorar su oficicncia se han
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creado fos “virosonas”, gque son liposomas con profeinas virales como la hemaglutinina det
virus Sendait?. 8¢ oree quc estos compleios se unen 4 receptores de superficic de g cétula

blanco ¢ introducen el IINA on ¢l citopls

smit por una tusion mediada por {a hemnaglutinina.

Sc¢ ha demostrado gue la eficiencia de 1os liposomas pucde ser incrementada emediante el uso
Jde protainas nucleares encapsuladas junto con ¢l plasmido de DNA dentro del liposoma .
Se picnsit que 1 presencia de proteinas nucleares incrementa ¢l trifico del DNA hacia el
nucteo debide a4 scnales que dirigen al nucieo y que esiin presentes on oste tipo de

protenast -,
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Polimeros Sc ha descrito un metodo en el cual se emplea un polimero catiomico

n este metado se utiliza un Jdendrimero que ¢s un polimero

para la transfereneia enic
v Cascada con un car) positiva uniforme y gn diametro

Los compleros dendrmero-1INA sc

cationicao de poliamudoamini

determinado por ¢l numero de pasos de la sintesis,

construyen cmpleando dertdritneros Jde diferentes tamanaos v diferentes radios Jde curga un
ESiOs sistermas preacntan una transrerencia

dendrimero catiomnco o une DINA armomcol.

XKénica efiviente et un tango amphic de bipos colularest s
cmplean gearrcadore. catoneos, ¢l compleje dendrimero- L

A sc

sem

Asi como Cctros
S dOw oS TREC U PR UL At C IOt JQrea Cntre i

crec que entria o las celulas medon

ihiva e o supserficie celubar < ha osirado

vy LAl compicio vl aega e

Carga nota pae
mejorar su cficienca mediante i oadicon de peptidos que favorecen Ja removion del

contenido coadosanuai doented doel cucerpe de e celula

Transfcccion Mediada por Ligandos Otro métoado para la introduccion Jde

Renes a las células os el acoplamicnto del DNA O handos capaces de unirse a la superticic
de las cclulas blanco.  Estos complejes se obticnen por union covilente del lisando a la
posterormente forman ol compleio baandoe-pohlisina- DN A por anteracaion

polilisina quc
[

e T O alternativ

oo canzd paosibiva vy DNA L con o cani ne

idnica (polilis
sgentes intercatantes como Ly bry-acridina o dimeros

asociar covaicntemente fos ligandos 2

criormente < intercalan en ol DNA mediante enlaces no covalentes. De

de ctidio que pw
este modo los compicios conservan su habilidad para interactuar esprecificamente con

receptores conavides de L céluta Blanco, permiticnde as) un intcrnamicnto Jdel compicio

mediada por receptores: .
El estudic de Jiversos ficandos hag tenido buen resultado vi que se B cncontrado Cicrta
especificidad ¢n algunos Jde cllos para determinado tipe de oélulas. como por cjemplo: ¢l

‘riiica a cchilas

complcijo transferrina-polilisina -PDNA es cfectivo en la transferencia
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hematopoydticas y epitelio pulmonar'™ los complejos de aisialo-orosomucoide -potilisina -

DINA funcionan para la transferern

iy expresion de genes on hepatocitos y celulas de

hepatoma*7; los compleios de  surfactante B-polilisina-{

o anti-trombomodulina -

polilisina-DNA son efe

Sives en la transferencia @emcia a0 celulas epitelales de vias

respiratorias v,

mbicn se han utilizado lizandos e moico ulias pequenas como residuos de
tris-galactosilo v folatod .
fotenciaclién de Ia Remocion Fndosomal La mavoria de los métodos de

LI RSIEIT IO L JACICa 227 v mer

Sonades amplican b enteada del DINA g s celula mediante

Ly ctrciene

endocitosis Uno e Ios actores que dosmee Ae estes moetendos en

dexgradacion que sufre of DNY una vez dentro deb endosema. Pore o s ha teatado de

cncontrar L foema e remover o DINA del ondosonia dantes 3o Quo i DEOsOIma e una d oste

ultimo acwdificandolo v opeematicriao L entrada Jde la endonudle

Nt qque Jdeiere

priamente
al DNA. UIno de jos intentos ba sido aaresar particulas adenouaraics a la mescla de

transtfecoion b

AUV N L ObSe evacion de gque cuando estes vitus infectan a la celula

san

capaces de inducir lisis cendoeomuat st hisis o8 mediads por una protoma pentamerica

quce encucntra on la superficie Jdel virus, L cual modifica suestrictuta, conaartiendose on
ternaria con i acidineacion dei ondosomoa, Este campie ostractural i permate penetrai is
membrana endosomal promoesvicnde la removion de suocontenido. L adicion Jde 10

particulas  adcenovirales/ml jurnto con complejos de transferming-polibisina-DINASY,

asialoxlicoproteina-poli

SDNAY o folato-polilisina-DNA mostraron una eficiencia Jde

10O a 1OOQ veees mavor, por ¢ que este métado se ha convertido on i marca o superar

Para 10s nuevos maétodos de transtferencia enica.

El adenavirus my

comunmente empleado os ¢ adenovirus humano

5.0 bien vanantes

de este s

trus Jdefectuosas on sy replicacidn, También se ha visto que ¢

s posible utilizar o
adenovirus dcl pollo. ¢f cual presenta una replicacion defectuosa, por naturaleza, en ol

hombre. La polilisina s une a la particula adenoviral covalentemente permiticndo su unidn
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al DNA mediante atraccion idgnica. Alternativamente, [a superficie del! adenovirus pucde ser
nats,

biotinitada y ¢l DNA formar parte del complejo estreptoavidina - polit
El hecho de que estas complejos sean capaces de transferir gones a la oélula eficientemente,
sin 13 avuda de un ligando adicional que dirja ot complego a la cétuta blanco, sugicre que cf

adenovirus 1o solo cumple la funcion de potencir la remocion del endosoma, sino que
Y esto se

tambien estimula la endocitosis a traves de su interacceion con receptores celulare
vonfirma cuando por una excesiva madificacion covalente con polilising de la superficie del
adenovirus, L oficiwencia de transforenous qorpca se ve disminuida, probablemente por la
alteracion Jde ciertos determinantes del virus necesanos puira La interaccion con ¢l receptor

celulars,
ropotenciar la o remocion endosomal sin tener gque

han intentado otros motodos §

utitizar particutas adenoviriles. U'no de cllos s¢ onfoce a la dentificacion v aislamiento de
los dominios proteicos que exhiben propicdades analokas a la particula adenoviral
completa. sin embarzo. hasta ahora no ha tenide exito. Otro de ellos implica ol uso de

peptidos de hemaglutininas de vamos patosenos come ¢f virus de la influcnza. Estas altimas,
como la proteing pentamerica del adenovirus, on medios acidos, presentan una actividad de

aslutinacion en a membrana.  Los resultados con esta hemaglutinina dentro del compicio

han sido mcjores quc los obtenidos con transfermnag, pere no han Hegado o ser tan bucnos
como os obtenidos con la particula viral''. En otros metodos se utiliza un peptido sintetico

dischrado con una estructura similar 2 la proteina vimlis, Este. acoplado a  acarrcadores

polimericos, ha incrementado Jde 10 a 100 veoes la eficienacia de la transferencia génica.
finalmente uno de los ultimos metados ha hecho uso de firmacos como cloroquina o

colchicina para interrumpir ¢l proceso de acidificacion Jdel endosoma v la fusion con el

lisosoma*!.
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SISTEMAS DE TRANSFERENCIA /rr vivo
L1 inveccon de DINA viecal purificady en ammales de experimentacion i vavo ha
for cHo sc

inducido la infeceion viral v respuesta inmunoldgiva contra proteinas viraless,
Sin embargo, Ia

Jdescarto L posibulidad el uso de IINA e vivo para fa Terapir Gene
observacion de que crertas celulas cran capaces de tomar v expresar DNA, asi como la

posibilidiad de potencerr L transferencnt zemea basandose on los prancipios del envia de
farmacos dicron paso 4! desarrollo de estrategias o transfencrcia xemed o1 vivo,

Administraclén de DNA Furfflcado El primer resultads importante para este
sistema de transforenaoa fuce L obscrvacion e que la snvecoion Jde DINA recombinante
carduco, permitia su

v

fe NA onomuscenios esqueletice

purificado o e procipitados de

ratone concjos v mandriles?s

entriada y oxprosion on vartas especies mncluvenado ratas
aunquce la expresion resulio ser buapa. A pesar de csto, L anveccon intramuscular de DDNA
v establecer respuestas

G antbenos virales

=Hbre™ ha stde UthThsadd Con exsto i oxpre
Esto nos sugicre la posibilidad de crear vacunas genicas a

inmunes cclulares v humorales.

partic de una simple admanistracion intrimuscular de DNAGS,
tambicn ha sido utilizada para introducir ef Ken

la inveccron ntramuscular de DINA “libre ™
de la distreting on o muscuios Jde o madelos animales con distrofia o muscular, produciéndose

ura expreston prolonzadda Jde la distrofing on un nrumene limitado Jde fibras musculares v la

la degenceracion. Otre de 1os tejidos que ha respondido bien a la
intersticial de DNA

ion de ostas fibra

prote
inyeocion de DNA =libe™ os el de la tiroides, donde una inyvecoion

permite g entrada v expresion del DNA on las celulas roliculares de trroides. Similarmenie.

la inyvecvion Jde IYNA o Munido sinovial permite la entrada v expresion de DNA on celulas
sinoviales tipo A

Recientemente, s¢ observo que con una inyeccion de grandes cantidades de DNA en ¢l
higado (2-5mx) s¢ detecta la expresion de genes recombinantes. Por otra parte, la inyeccion
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epidérmica de [PNA produce una expresion baja ¥y una respuesta inmunolokica contra ¢l

producto génico cadificado!?,

Estos resultados sugicren que la ausencia de patrones de dosificacion de [PNA para cada
tejido reflcian xrandes diferencias on la oficienciad de entrada y expresion del gen. B}

mecianismo mediante ¢l cual las celulas permiten la ontrad:

y expresion del gen, aun sc
desconace. Se ha propucsto que on ol musculo, el DINA es levado a teaves de los tibulos T al
interior de 1a celula, En trordes y cavidad sinovial se picnsa que ¢l DNA es introducido

pasivamente mediante endocitosis. La eficiencia de la transferencia génica y expresion.

despucs de una administracion directs de DNA punficado en cualguiera de ostos sistemas o
baja, sin embarko, la inveccion directa en rnusculo pucde ser atil en la vacunacion y

secrecion de cicrtas protein, 2 1 Gircuiacion S

FPotenciacion de la cntrada de DA Los estudios inicidles que s¢ hicicron,
compararon cf nivel de expresion que se presentiaba cuando se administraba DNA on
solucion salina v cuando s¢ administraban precipitados de DNAL Esta ultirma administracion
Presentd ung expresion mayvor. For otra parte, s¢ loxrd incrementar (a2 expresion mediante
una preinyccecion muscular de sacarosa lupertonica. btupivictina o de la cardicvtoxina del

veneno Jde la osorprente

g1 rasrrccol. Esto debido g que las miotoxinas causan dafno

muscular en < o de laoimveccion pernmmnendo la protiferacion de eelulas inmaduras

musculares que son mas susceptibles o L transferend Tl

Ronic

Curiosamente, nir

sun sisterna mediado por receptores, lipidos cationicos o pohmeros
estudiado hasta la fecha. parceia ser efectivo en la potenciacion de la entrada de [INA a
musculo, de hecho, muchos de estos acarrcadores parcecian inhibirla. Recientemente una
nuceva formubicion de polimero fosro potenaciar la teansterencia qenica o musculo después
de su administracion intramuscular. Esta formulacion fuce discriada en base a tos principios

utilizados para potenciar ¢l envio de farmacos convencionales.  Los ostudios realhizados

demuestran un incremento (O veces mayor de la expresion de varios genes como: ¢l factor
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1X, el factor de crecimicento de insaling tipo 1 y la hormona de crecimiento, sin ninguna
toxicidad aparcente cn ¢l musculot-.

Otro mdétodo para la introduccion de OINA purificado 1 vivo es ¢l bombardeo de
microparticulas cubicrtas con DNA proyectadas a los tejidos utilizando ung “pistola genica™,

Esta ha sido empleada pa transferir KENCs ¢n varios orZanos 4 yrve incluvendo piel,

3 vacunacion cn

higado y musculo*?. LEste método se emplea para expresiar antizenos pi

sistemas experimentales. Sin embarge. la pistola xénica no s capaz de penctrar

s del

pas superficial

profundamente on tefidos por lo que solo ex eficiente su envio on

tejido inyectado™.

También se demostno que ¢l DNA puede ser administrado a tejides por medio de L inyeccion

“jet”™ surtidora) o ¢l recurso de inyeocion “hbre de aguia™. la inveccion =jet” se reficre a la
proycoeciaon de gotas muy peguenas de liquido dentro de 1os tejidos por medio de presion.
Este mctodo ha sido utilizido on 1a clinica para administrar distinios farmacos v productos

bioloxicos con propositos terapeuticos o de vacunacion. i inyeccion “jet”™ del DNA en

muscule permite 1a entrada v expresion det gen administrado™

Lipidos Cationicos El pulmon parcce ser ol tejulo mas susceptible a la
transtferencia medinda por ipidos caticnicos.  Estos han sido utibizidos on varias especics,
Como ratones. ratas v ovepas, empleiandose como via Jde administracion la intravenosa. En
uno de los experimentos realizados se losro la expresion de ap-antitripsina v del reculador
transmembranal de conductancia de la fibrosis quistica (CFTR) en pulmones de animales de

experimentacion.  Otros estudios demostraron que e} envio de genes que codifican para

prostaglandin GOH osinte

prote los pulmones de concjo contra una inflamacion
inducida por cndotoxinas ¢ hipertension puimonar.  Los praductas genicos secrvtados han
sido adentificados tambicn en la circulacion sistemica despues de la administracion

intravenosa de los complcjos hpido cationico-DNA. Una administracion intratraqueal de
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estos complejos permite a fabricacion de productos kénicos por variax capas de células

epitchiales dc los bronguaos! 2.

La eXPICSion Senicis, Jespucs Jde una administracion intravenosa de los complejos, ha

sido demostrada on cendotelio v otros  tlejrios pulmonares. Sin embaego, ©f mecanismo

mediante ol cual estos compleios s¢ dirm

0 especificamente a pulmon, aun se desconoce. Por

e paric, aungue s¢osabe que partnculas con un di

Metro Mayor 4 2p se depositan en las
camas capitares del pulmon, la presencia de agregados de complejos con un diametro de

100-200 nm on sangre, pucde ser exphcada meduante ol mecanismo de clarficacion de

“primer paso” Jque e basa on L

interacciones wnicas o mdrotobies

s que se o dan entree 1a
particula v ¢! endotelio capilar!

En cstudios sobre cancer s admimstraroan complaos hipidos cationicos-DINA

directamente a tumores, expresandose en tas células tumorates anti

cnos que potenciaban la
inmunosenicidad del tumoer o la expresion de antizenos tumor-especificos™. Un intento

clinico fue ¢l que empled al Zen que codifica para HLA B7 introducido en melanomas come

xenoantigeno con la idea de que ta respucsta inmunoloxica contra este anti

cno ast como la
presentacion

incrementada de antigenos tumor cspedficos propiciaran una destruccion
mediada inmuncle:icamente. Estudios en 5 pacwentes demostraren la cntrada y expresian

del plasmido on tumores y unug respucsta parcial en contra del tumor ™

Los lipidos cativnweos han sido ulibzados tambien para introducir genes en  células
endoteliales.  En estos estudios ¢l DINA ¢s administrado directamente a las ¢

<

ctulas usando
cateteres de balon que ocluyen ef Nuidoe arterial ¢ anstilan los complejos en el vaso.,  Este
métado ha sido unade pars estudiar ¢l cfecto de varios factores de crecimiento, asi como
para ostablecrr un modeio anmimad

de arteritis mediante la oxpresion Jde HLA-BT

Finalmente tampicn se ha demostrado transferencs sen

caa linfoecitos T esplenicos despuces
de inyccocion intrapentoneal’
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Otros Liposom.as Los liposomas son cmpleados para transferencia ¥¢énica a
K¢ ha lowrado o entrada v expresion de gones que codifican para proinsulina

hixado.
unidos 4 proteinas

En estudios con virosomas

preferencidlmente en celulas de Kuptfer,
1 cn hepatocitos

resulta ser cfect

nucicares se ha cneontrado que L s e rercin Xenicl
despues de ung administracion directa del complero 3 hgado. 10 misme se encontrg con la

administracion del compleyo o artena ronal para renons».
AMilcrociapsilas S ha estudiado ta posiblidad de emplear células acarreadoras

QUC CXPIescen SONES CXORenas i traves de mucrocapsulas poros. 5. pormiticndo

[RTSINE LI FINLI A BT

exto el usode rneas celulares deoun Sdonador umve ssal™e
Génlca Mediada por Ligando

A S utilizaron para loxrar una expresacn hepuatics Jde gones en

Iransfcrencla taos compicjos asulo-

orosomuconde palisinag (0
s de Paja densidad) on concjos deficicntes

Esta

animales normales, receptor de LD ipoproterng
de LDL, albumina on ratas analbuminemicas v la mutasa metilmalonit COA en ratonces.
transferencia Zonica a hepataocitos ha podidoe ser confirmada con ¢t usa de promotores

specificos de hepatocitos, quc promucven la expresiorn de los genes recombinanies oy

vIvo T

CINETICA DE 1A TRANSIERENCIA Y EXPRESION GEMICA MO VIRAL
A pesar de que se sabe que un plasmido con [INA se integra al gxenoma celular con
una frecucncia baja despues Jde una transfeccion s vitno, su integracion o replicacion no ha

podido ser obsceovada w2 vivo, Sin embargo, despues de la administracion del DNA se piensa
que cste permancee on el nucleo en forma extracromaosonad,. pudicndo ser transcrito v
traducido. En todoes los sistemats o vrve. estudiados hasta ia fecha, et DNA es gradualmente
eliminado de 13 celula blanco provocande ana disminucion en Ly expresion Jdel producto

génico,
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ia Terapia Geénica no viral ticne un periodo finito de expresion y pucde ser aplicada cn ci

cando la dosis y frecuencia de

tratamicnto de enfermedades cronicas y agudas, modi
adminmstracion. kste punto Jde la Terapia Genica no viral, difiere completamente de otras

s Jde Terpa Gonnsd on donde Los genes sc integran il Senoma de su celula blanco

cstrates

para expresarse indefinidamente.  £s por esto, que para llevar a catw una Terapia Génica

£ no virdles, es necesirio conover detalladamente al gen administrado,

efectiva con sistem

Fara cllo se han imiciado los

su prodducto v la Cinctica del comprlejo de transferencia genic

Rzen

primcros estudios farmacovineticos con la finalidad de conocer ¢l destino gue tendran el

v sy produdc o despues de la admirasteacion etravenosd Jde compleios astaioglicoprotein -

DBONICOS, a3 COMmMO una inveccion directa de [YNA al mnusculo y

polilisina-PNA o liphtos ¢

flutdo sinovial En cada sistema, ¢! DNA os rapudamente chmuinado det compartimento

admimsteado, como resultado de su degradacion y distribucion .

dentro del cual ¢
Los  estudios  valizados con lox complojos de asalcorosomucoide polilising-DNA

mtravenosa, Jdemostraron que ¢f DNA cra removido del espacio

administrados por v
vascular siguicndoe uns cinctica Jde primer onden con un ticmpxe de vida media (007 de
2.5min. Ademas. cn ¢l caso de complejos lipido cationico-1INA administrados por la misma

Vid, presentaron una remocion similar crapida) del DINA administrado a circulacion y una

distribucion ampiia ¢n difcrentes tejidos on cuestion de minutos
Los patrones cineticos que se han encontrado para la inyeccion directa de DNA, son distintos
dependicnde del tepdo. En musculo. se ha encontrado producto genico despuces de 19 meses

mido se haya integrado en la célula del

de la inyeccion. sin evidencia alguna de que ol pl

mamifero™™. tina inyeccion directa de 1INA con ¢l gen que codifica CAT (clormanfenicol acetil

I entrada Jdel gen a las celulas foficulotireidales, la

tra

ferasay) on Lo tircides perm:

eliminacion del DNA por la Qlandula sique nn proceso de primer orden con unt' = de 1O hr,

Sin embargo la actividad de Lt enzima CAT ¢s maxima en 24 hr ¥ va disminuyendo con un

/2 de 40 hr. La admimistracion intra-articular de un plasmido de DMNA a tejicio sinowvial,
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sigue un patron similar al anterior; por 1o quc s¢ propone que ambos genes siguen un
camino similar ¢n su entrada y climinacion*?,

En ¢l caso de pulmon. una administracion intravenosa de lipidos cationicos produce una
expresion XEruca Jque persiste de 7o 21 dast, no obstante, existe un reporte on donde s¢
cmplean métodos analokos y se prdduce una expresion génica on pulmon por mas de 120
Jiaset

La transferencia génica a higado empleando complejos de asialoorosomucoide - polilisina-

DNA presenta una rapida eliminacion del LINA sisuicndo una Cinetic

de primer orden y un
t/Tde 1 a 3 horas. A pesar de osto, [0s provuctos kenicos se detectan durante 1 a 5 dias
desptuces Jde 1a administracion™. Esta persistencia tan vamable de 105 productos génicos
refleja las distintas vidas medias de cada producto, mas (que una persistencia diterente Jded
DNA ¢n 51 la permancncia de 1os Keres on higado pucde ser incrementada cn 66%
mediante una hepatoctomia previa a g administracion de! complejo de transferencia
KeEnicasl.  Incluso s¢ ha demostrado Que con eéste métado un plismido de DNA pucde
permanecer ¢n la membrana plasmatica (represcntindo vesiculas citoplasmaticas) por mais
de 7 digses.

Una reduccion on ol tumano del compleic nos permite tameicn tener 4nd expresion génica

mas duradera. como 1o demucesira ] experimento realhiz

do con polilisina galactosilada, en
la cual su diametro fue reducido a menos de 20nm, ebteniendose una cxpresion xenica cn
higado por mas de 20 dias™.

Se ha disenado un madelo por computadora de 1os eventos intracctulares gue afectan
la farmacovinctica de la Terapia Genica'sl Este modelo numeérico describe la entrada y
expresion de INA ©n respucsta Jd Varios parimetios Cinelicos COmo serarn;
e lacficicncia de entrada del DINA a las celulas
e la compartamentalizacion del DNA dentro de compartimentos nucleares, citoplasmaticos

o vndosomales de la cdlula
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e la tasa Jde degradacion del DNA dentro de la o¢lula

& la tasa de transcripeion de [YINA i RNA

e La estabitidad el mRNA

L taxn de rradecoon de mRNA para claborar el producto génico y,

e la compartamentalizicion intracelular ¥ secrecion del procducto génico.

Este maddelo demucestra gque o) tiempo de accron y Lt vida media de la expresion genica

depende de las vidas mediax intrinsecas del DNA, RNA vy producto génico, en varios

compartimicntos intra v oxtrmcelulares, 45 como de las tasas de entrada, transcAipeion y

traduccion.

E
SEGURIDAD DE L.OS SISTEMAS DE TRANSFERENCIA GENICA MO VIRALES

Los estudios realizados para ostos sistemas sugicren que presentan toxicidad y

perfiles de sexuridad comparables a fos farmacos convencioniales. No existe ningun reporte

de una toxicidad significativa de un DNA libre. Tampovo existe evidencia e la formacion

de anticucrpos contra DINA despucs de repxetidas adrmunistraciones, o de  anticuerpos

antinucleares on raton 0 humaneos, empleande cualguiwera de los sistemnas  descritos,

inciuvendo DNA libre. iipidas cation:oos o compleias con proteinas ™.
los primeros repories Jde ostudios con complejos lipido cationico-DNA  revelaron cierta

toxicidad. Los Bpudos cationicos punficados preseniaban toxicidad i vitro como hemolisis,

Sin cmbarxo, 1os cstudios 7 vivo no revelaron una toxicidad significativa de los complcjos

lipido cationive-DINA  ancluvendo DOTMA, DC-chel o PMRIED Solo se presentaron

alteraciones menores on proteinas sericas despues de una administracion repetida de

DMRIE-DOPE - IINA, ia cual desaparece rapidamente, Los complejos de astaijorlicoproteina -

polilisina-DNA  han sido bien tolerados dosis unicas en estudios terapenticos con modelos
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animalcs. En raton, se presentd la formacion de anticuerpos después de administraciones

repetidas de los mismos'=,

OPTIMIZACION DE LOS METODOS DIX TRANSFERENCIA GENICA NO VIRAL

lizados para mejorar Ia eficiencia de 1a transferencia xénica no viral

Los csfucrzos rea
estin siendo enfocados al entendimicnto de los factores biologicos que afectan cl destino v

iste pova concordancia entre 1a cfectividad de transfeccion on

funcion det DNA 7r7 vivo.
vy Muchas

lincas celulaees sz vitro v osu ofectividad de trinsferencia genic
formulaciones que son cefeclivas szz vrero no o son s vnnr voviceversa., Los estudios Jde

sistermas do transtferencil Senica se vuelven mas complejos debido a que 1a fisicoquimica de

ra oy la tendencui a endocitosis puede llegar a

la superticie celular, los receptores de membr

Cuna mateiz intersticial,

ser muyv difcrente ez vzvo, porque ta colula se encucntra rodeada «

polarizada ¢ incluso acoplada a celulas advacentes!'-
Son varios los puntos bioldokicos importantes para uni bucna transferencia génica. tino de

al esta xobernada por el tamano v carea del DNAL

cllos o5 la baxbisponibilidiad del gen, la i

Un plasmido on solucion ticne un diametro mayor a 100Onm vy muchos de los complcjos que

tivamente xgramdes. Por otra parte, la

forma o DINA con Tlipndos v proteing san sianific

permeabtilidad de la barrera cndotelial esia estrechamente relacionada con moeléculas como

d vascular al intersticial) s,

la albumina, la cual os incapaz de pasar dei espac

tambicn cstd determinada por ¢l patron circulatorio. for

La biodisponitilidad de! DNA
cncontrada por las particulas

1

pilar que

cjempio. ¢l pulmon os la prirner cama
inyectadas en vasos porifericos, por 10 que ol compleio administrado scera atrapado on ¢l
pulmon antes de aleaneae otros organos. OUro factor importante que afecta la transferencia
cnto antravascular o

. rapida chimiracion Qe DINA del compartin

RBénica in o os o
e la administracion. Esto refleja la distribucion a otros compartimentos

intersticial, despud
riapidamente climinado por

DNA administrade dircctamente a

biologicos.
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dexradacion  povas  minutos  despues,

imbicn os rapidamoente c¢liminado cuando sc

administra intravenasamente por a2 accion de nuch

s que o digicren e fa cclula y el
traba)o que tevan a cabo celulas reticuloendotelizles de hakado y bazot <.

Un factor mas. os quce L

propiedades tisicoquimicas det complejo administrado

pucden cambiar por la presencia de sales fisioloxiweas, proteinas, hpidos o carbohidratos. o

bien por interaccion con opsaninas o envimas presentes on ot

spacio imesticial © vascular,
Estos factores Causan agQrexacion, disoviacion ¢ incluso reorganizacion del complejo de

DONA, limitando L bicdisponibilidad del materiat admimistrado v alterando su compuosicion,

de mode que ya no posee B33 propicdades necesanas pars su transferencia a las oétulas.

iciencia Jde la ot

neferencuy SenLe e b estia determinada por las
caractensticas tsoloReas ¥y fswodquinmcas Jde la celula Blanco, ast como por La bioloqia

molccular de los receptores de membrana v los eventos de trafico in

celular, Cada celula
somitica presenta progecdades diferentes, por o que la causa de climinacion en la

transferencin Renica Lambien se espoera gque sea distinga NO s posible que un métado

resulte se Stivo para todos fos o

Lanos. De hecrho se redquacre de varias formulaciones

para la transferencia de PINA g blancos especificos, basadas on las propicdades bioldgicas de

sus células blar.co!

PAPEL CLINICO DL LA TERAFIA GEMNICA NO VIRAL

O ha sido posible con los sistemas no virales desarrollados hasta la fecha., igualar la

cficiencia de transferencia v {os altos niveles de expresion de ciertos métodos virales, sin
cmbargo, Ia terama genica no viral ha permitido 1a expresion finita de productos xénicos ¢n
CICrtos teindos Con un alto Xrado doe sexurndad

LOs Oranos atractivos para esta terapus son pulmon, h

3 csibles

ado. cndotelio v te;

la inyecoion interstic

al directa como musculo. picl 0 masas tumorales. Entre estos cjemplos,

muchos de cilos han presentado unma expresion suficiente cn modelos animales lo que
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sugicre s efectividad de esta on humanos. Entre estos se inclizven la expresion de antigenos

virales en ¢l musculo para vacunacion, la expres

on de baloantizenos y citodinas on tnmores
para terapua contra cancer, i expresion de 1a prostazlanding sintctasa piara prevenir

hipertension pulmonar v i expreston Jde metid malomil CoA mutasa on ¢l higado parca tratare

1a acidemia metilmatonic

B aitimo reto para s Terapii Genica os desarmoilar productos que pucdan ser usados

como Ios productos farmaceuticos convencionales, compitiendo por la aceptacion de

15 actual

pacicntes v medicos can las terag Lofreciendo una mayor sesuridad. oficiencia

satisfaccion v un menor costo. Su promesd s orear medicamentos basados en la genctica
qQue scan  desarroliados,  distribusdos, prescrites vy administrados comoe  la medicina
convencional  para catermedades comunes, extibiendo paorfiles de seuridad v oeficacta

similares a los de 1os farmacos convencionales v praductos iolagicos.



ALCANCES DE x
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LA TERAPIA GENICA

n ocn Terapia Genica se ha enfocado a una gran  varcdad de

la  investiga

s¢ debwen a desordenes de pipn recesivo vy pucden ser

enfermedades, 1a mayora de ellas
corregadas mediante la adicion del gen funcicnal a las calulas apropaidas. Sin ombare. a

cr empleads tambycen en e ratamicento de entermedades adauirtaas,

Terapia Genica pucd

como s el vaso de cancer v entermoedades infecaiosas, Fnocases como defioiesicins deoalxun

I

fon, casi cualquicer celulda somatica pucde wer b oo de ta Terapia Geni

factor Jde coaxalac
porque el producto genico requicere ser secretado sistemuaticamente. ko ottos casos ¢l gen
debe ser enviado a cierto tipo de celulas como por ciemplo, fos hepatoeitos para ol caso de la
deficiencia de s ornitin tmnscarbamilasa, cnzima que imterviene on el ciclo de la urea ',
fara poder ostablecer las enformedades que son candidatas a ser tratadas mediante

toqran alcanzar mediante la

Terapia Génica, ¢s necesario vonaver los tejidos blanco que

uir este tipo

transferencia Qentcea, 3si como tambien cuales son s ositale s que puede so

de terapia.

TEJIDOS BLANCO
El sisterma hematopoyvetice s une de los prnincipales blancos para Terapia Genica

debido a4 que va han sido desarroilados provedimicentos para ci transplante de meédula dsea,

ademas e que existen diversos tipos doe o s CCliias con unag ampba Jdistnibucion, ¥ varias
cnfermedades que las atectan. De hecho, Las terapias basadas on la transferencia de células

hematopuoveticd maodificadas  gendticamente,  son  aplicabics  a desordenes  como

hemoglotinopatias, SHYA v cancer. El principal blanco ¢n este sistema os la célula madre
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histaminal. la cual csta presente cn médula osca y o5 el origen de las lincas celulares
micloide y linfoide durante periados  prolongados. Kl avance zeneral, al que se ha ilegado

cn cstos cstudios s a incubacion cx-vrvorde medula Osea con vectores retrovirales, seguida

de la infusion doe estas celulas moditicada: QEBchicamente on receptores cuva medula ha sido

irradiada. 1La transferencia

ernicd Jdeoests celulas capaees de probitesar o ervo por 1argos

pericdos de tiempo, dando tu

IE U ProRen e nurmeros) que

manticne expresando ol
producto deseado. continui sicndo un reto. o prncipal Hmitacion Gue s presenta os que

las celuls

S hematopoveticas Gue Paseen este wran potenciai de protiteracion, permanceen en

estado Litente por {0 que »on resistentes 4 L transferenc Semica meduidys por retrovirus ',

En ¢! caso de la piel. oxosten varoas razones de peso, para consideraria un tejido
blanco de Terapia Goenies' ™ como serman que:

e Estas cc¢lulas va han side obtenidas, cultivadas, criopreservadas y  transplantadas,

haciendo posible que se utilicen celulas autolo

s para una maodificacion gencticas3,
e Existe un namcero consideratle de kenes que han side transducidos exitosamente on

células de la

Pocomo son: el jue oot

S1opara la hormona de crecimientose,

fonadotropina f3-coron los fctores VI v X de casrulacions®, insulina

humana®®, transsereing e AT s T,

ria, aadeny et

®  los sistemas Jde transtor

craafe fibret

1o v QU ratit o soenettcamente mnodificados

Yi s¢ oncuentran dosponittt

< @ estan siendo sometidos a pruckas climcase "

e Los provedimientos de transplantes de picl se realizan rutinariamente.

@ la picl es accesibie para La ot

Pvacion Jde etectos no descados g la Terapia Genica en su

estructura v funcionamic

OO S se presenia alsun evento no descado ¢s posible remover
<l tejido con racilidad.
Suirmgacion sangianca fe permite transportur productos genicos teraputicos hacia la

circulacion sistém
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xistc un gran

e En el caso del epitclio. éste w renucva constantemente, por o que

putencial do transduccion.

D las enfermoedades qoencticas conovidas on el hombre, 5% s¢ cncucentran asociadas

fenotipicamentec con  la picl, peny solo algunas  de cllas se tienen bicn defindas

s

por s cuales esta imitado o desarrolio on esta arc

EENI

molecularmente. Una Jde las
que muchos desordones de L el e mamiticstn con sentomas Clinicos somilares©ch

G4omuscuio esquelctica por medio Jde

Crencia

Tambien ha swlo posibic La trans
1a inveccion dhrecta de YNALD Su habibidad para snceorpwerar v o expresar DINA desnudo es
umca, de gcuerdo con los resultados oblenides e o perimontos con otros tepidose? . Estudios

recienies lan Jemosirado e tneblasios modifno ados genetcamernte puedert ser invectados
en musulo esguctetico ¥ que lognin fusionaise al muoano expresands o gen e anteres? e

Una Jde las aplicaciones potenciales utifizindo ostas ceinlas s el tratamiente Jde defectos

Renéticos gue causan distrofa muscalar. Sin cmbarko, los micblastes pucden ser aplicades

para scoretar alguna

mas ampliamente, ¥a Gue se ha demostrade que si son madificados

Lurned. Por cllo. estas pueden

SUStANCiad. €St C5 POStCIOrMmente Ccncontrada ¢n torrente

ser empleados pard caviar una amplia varicdad de sustancos regqueridas on osangre o en

Otros orsanos: por ciemploansuling para ef tratarmienso e duabetes -

o blanco

Las conccidas propicdaates regencerativas Jded hgado. 1o hacen un ateract

zibles con cata forma de terapia

para la Terapra Genteg. Los probilemas teoreamenrte corrs

incluyen g hipercolesterolemia familiae, hemorilia, defectos en ol ciclo de la urca,

encis Jde -1 -antitripsina v remloctonur

Otros tejides blinco para terapia son Ls oélulas epiteliales respiraterias para ci tratamiento

1Wma nerviose contral,

guisticn y el tendo de

respiratoria on fibrosi

de la insuficienci

para ¢l tratamicnto de desordenes acurcloricos degenerativos!?,
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ESTRATEGIAS DE 1A TERAFPIA GENICA
Historicamente Lt Terapia Genica ha sido percibida principatmente como una terapia
de reemplazo donde ¢l gen defectuose pucde ser substituido o compensado por otro gen
funcional. e hecho, ¢l primer protovolo de Terapia Génica aprobado lexalmente en
Estados tnidos (septicmbre de 1990) implicaba la transferencia del gen que codifica para

ADA (adenosin deaminasa), para la correccion de la Inmunadeficiencia severa combinadi

por deficicncia de ADA'. Sin embaryo, no fuc precisamente la transferencia de un gen cf
primer intento clinico, sino su marcije pars sexguir la pista de los linfocitos tumor

infiltrativos (TIL'S). despucds de su infusion en un paciente con melanomat.
A traves de los anos, Jos investiadores han ideado nucevas formas de Terapia Genica

quc les permitan atacar un rango mias amplio de enfermedades o bien tener mayores
alternativas de tempia para una sola enfermedad. Una de estas formas de Terapia Génica
es la transferencia de genes que estimulen L inmunidad contra cicrto tipo de céfulas como

las tumorales, un cjemplo de ello es la transferencia del gen TNF-a que codifica para ¢!

S (que permitan que las células deseadas presenten

factor de Necrosis Tumoral. O bien, goen

Esto también ¢s aplicado en cincer, donde un xcen de

multirresistencia firmacos.
resistencia a multitarmacos es introducideo on celulas jovenes hematopoyveticas para
volvidrndolas resistentes a varios agentes

promover Nu seleccion 1 Ve,

quimioterapelticos? !,

GENES “SUICIDAS”
I de la Terapia Génica es la transfercncia de un

t'na forma muy distante del rcto ini
gen Que codifique para un factor de susceptibilidad. volviendo g la ¢élula especificamente

sensible a4 un agente exogeno, P este modo la expresion del gen causa la muerte celular,

 trita de un goen “suicida™ e,

por 1o que se dice quc s
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£} fen mejor mancjado con oste uso os ) que codifica para la timidin cinasa (tk) dct
virus Hcrpes simplex (118-1k) qQue, con contrmaste con la tk de mamiferos, os capaz de
fosforilar cicrtos andalogos de nucleosidos como ¢l aciclovir (ACV) o ganaiclovir (GUCV) a

nucledsido monofosfato (MP); ademas de que se ha comprobado que sin sz sustritto no

causa dano alguno a las cetulas s £l NP s posteriormente fosforilado por cinasas celutares

a nucledsido trifosfato ¢ mcorporadoe al [INA, provocandoe 1a inhibicion de tla sintesis de

DNA v la mucrte celular? En la tabla 3.1 se presentan los scnes que han sido utilizados

como xenes “sutcds con los mecamsmaos y ctectas celularmes gue producern.

Cen “suscnda™ T Origen Sustrate Mctabolhito toxio Lfccto colular
1Sk T viral TS ooV n GOVoTT inhiticion de s
antems de DNA

virai AraN - s Aradt ¢ M AraTy inhibweron de la

i untess de NA
<O micotico ¥ [N TCEN Iy [ Tnhiimcion de 1a
bacteriano sintess de DINA

XGIRT Factcrano ©TX »6TX-nMI i GTX nAtE Tnhibicion de s

i ! [ stntess do [INA

TABLA 41
Ay ACUTON DE GENES SEUTOCTDAST

Abrevisturas HS-th bimidin Conasa del virus Herepes simpleox, GOV ganciddovie,

SANISAOS 1Y

AT nudlconido monofosfato T nadleoudo trfosfate, VZV -tk timadin cinass Jdel
virusVaricels zoster, Arad vi-metoxipurinarabinu leonda,CD clonan deaminasa,

STE v S-fluoro-t

O fluorocitosing, FU Huoruracilo, = Huorounding ~deoxiurding

ST-MITXGPRT fonstorsiboal transicrass (proveniente de 20 ce/), TX toxantina,

TXAMI™ ioxantin nudlconda monofostatar

A partir de su descubrnmicnio. comenzaron a emplearse en protocelos clinicos. En

junio de 1992, el RAC aprobo ¢l primer protovolo que utilizaba estos genes en donde
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sclectivamente, cman climinadas células tumorales ¢n pacicnles con tumores malignos

cercbrales, hasta entonces incurables?™.

A continuaciodn sc presentin algunos de los protocolos que utilizan cstos genes “suicidas”.

Descripion Entcrmedad
Inycccion  'n sido e tibroblastos (umoralcs  Cancer en cercbro
productores de HS -1k + tratamientio con GOV

Infunion intrapentoncal e velulas variias Lancer vn ovanos
cancermus HSk trensducidas © tretamicnto con

cov

Infusion intravemoss de celulas T Getoxicas 1V SIDA

eapeificas Ha-1k transducidas « tratamiento GOV

TARLA .22
FROTOUOLON QUL EMPLEAN GENES SECTDAST

Uno de los aspectas que estid siendo evatluado. es 1a contribucion Jde genes “suicidas™
para climinar la cantidad inicial de celulas infectadas con HIV presente en pacicntes
seropositivos: con la espuerania de prevenir la progresion de la enfermedadt'. Por otrma
parte, s¢ ha suerido Insertar uno O varios genes en modalidad de mosiico. como medidd
profifactica  para que  incrementen la sensibilidad a  agentes quimioterapéuticos, en
huéspedes con alte riesgo a rewncidirc on neoplasias hematoloxicas induciendo asi, la
expresion del gen suicida on oun tumor subsccucnte. Esto rvsulta de gran interés en

pacientes con entermedades relacionadas con un alto nesgo de neoplasias fatales, como en

¢l cazo de los sindromes mielodisplisicos™.
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RIBOZIMAS
Son moleculas de RNA que hibridizan a una sccuencia complementaria de RNA (via

S¢ cncucntran compucestas por

de protemnas?t,
han cencontrado 5 tipos de dominios de

Watson-Crick) v se anclan a clia en auscnc

dos dominios: uno de union v otro de ruptura,

ribozima
rrar RNA  ribosomal.

s ¢l de prog

. cuve papel natural o

e Intrones el Rrupo
NA OCUrre en 2 pasas, on el primceo ol nacledtido de G

sobrelapamicnto del intron de -

s Que L umon ntrong exen esta stendo cortadas

1 al oextroemoe 5 dcel intron micnt

*C agre
¥ ov remucve al intron,

urn1o ol exon 50 Jibre ataca @ fa o union amron/exon

vy en of s

Sndo urr exon sobrelagndo

sene
subunidad protica

PoANICTernds . KSta COrMpuesia Ot

Ccreontraaa

e Ribvnuches
Su papel broldzice o gencenare cf extreme 57 maduro ded ,RNA

ahtico,
sores?

pogquenia v RNA cat
por medio de un corte cndonuctecocatalitico de los transeritos precu
do en forma cincular voesta

sintceti

Ll RNA o3

Cabera de martillo, sc obscerve on viroid
SIAOTICO G transcritos ge KRNA

ribozima por medio de hibridacion, corta o mensaie poli

individuates™
Tierne un papel similar a ia

e Horguilla, tambich cncontrada ¢ vircides de plant.d

anterior’*

Virus de Hepatitis delta, st RNA ticne un procesamicnto autoudatalitico similar a2 los dos

anteriores. Los dentles de sus dominios. tales como secucncias minimas v rejuerimientos
do substratos, se estan caracterizandon™ .

la particularidad de las ribozimas que revolucionrno ¢ murdo de 1a bwelosra molecular, es

que Bicrien inciones descritas unicaments pird proteinds! Jotudan como  enzimas  que

catalizan su propio vorte o ¢l de otras molécuias de RNA, ademis pucden unirse, cortar v

sta actividad radica en su estructura ¥a que

La clave de

remover secuencias espectt
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conticnen extensiones Jde nucledtidos que s uncn it una reRion complementaria de RNA v
A enlazado

mediante una xeccion catahitica similar al sitio activo de una cnzima, cortan ¢l K3
micntras ol aparcamicnto  Jde bases 10 manticne fijo. Estas propiedades hacen al RNA
catalitico un material wdead para fa bromRemicria. Una ribozoma pucde ser discnada paes
arst.

MECONOCCTr ¥ UANIFSe 1 Ciernto RNA colular que el investigador Jdesee ehimi

Dentro Jde [0 tipos e ribxvzimas gue se conocen, of dise o Jde cabeza de martiilo se
racterizado con respecto a

Ono como terapeulicd por ser el mas pequeno, ol meper ¢

selec
sus secucncuas blanco videmas por poscer sccuencias de nucleotidos conserviadas dentro de
N La fixura 20 representa ¢l deano cabeze de martitio formado a

su nuclee catalitico’
su sustrato, Las bases que Targucan ambos Lados del taito 1)

partic dc Lo vitvzima enblvsada o

EStas seoucnenls son CUGATGA on ef eatremo v GAAA en

conforman cf nucleo catalitico.
el extremo 3. Este allo pucde vaviar on secucncil v longitud. Bl osustrato v la ribozima
hibridizan para formar 1os tatlos 1 v HiL emenando los nucteotidos 13y H del sustrato sobre
serALC ol pero nunca G

¢l centro catalitico. El nucieotido FH pucde

T~ Nb
~ N
N N
Tatto ~ N
N ~N
N N
~ N S0 de corte
A U der sustialo >
OA‘ HG e N NN
a’coecc NN N NN NN
A_cCCGG u® s
G, aAC Va0 I
Tano 11 u
[ETSR

A DU NARTHLO T

FSTRE CTURA 10 8 RIBOUIMA Al

La hibndacion de la ribozima o sustrato, su wiscciacion del mismo y [a disociacion de

los productos cortados por ta ribozima: son controlados por la longitud ¢ la compeasicion de

RNA, son suscceptibles a

s ribozimas ostan compuestas de

1os brazos de enlace. Como
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enzimas desradativas dentro v fuces de i céluls por 1o gque se ha desarrolindo ribozimas
resistentes a4 estas nuclcasas,  Las estrategias emplcadas son L madificacion del esqueicto de
enlaces fostadiester a fosfotrionato, v del 27-OH a 2°-fluoro, 2°-amino, ctc. Otra opcion s
acoplar estructuras secundaras que mnhiben la degrdacion de la nucleasa o bien, la

circulanzacion del RNA, que [o hace inaceesible 4 1o exonucieaza’?™

Son tres las opoiones que permiten L transferencia de Lo ribozima a la cclulad la
entrada de mbozimas sinteticas, su Cxpresion daopartir Jde un vedctor transitorio, © su
expresion a partir de un vector intexrada Las nibozimas sinteticas son muy similares a los
farmacaes convencionales ¥ roaquteren magltiples adrmigastraciones, sy swran ventaia s que no

producen clectos Citotoxicos colaterales Simombargo. os poco cficiente su entrada, pero

pucde ser mojorada von cb uso de hipidos cationeos ™™
los retrovirus v vires  adenadsawcnndos o son transfeclantes ostables mienieas  Gue  los

Adenaovirus son tmnsiterios. Lina transfoccion pormanente poermite una cxprosion continua

de la mbozima, aungue a exprosion transitoria pucde ser aplicada a enfermedades donde

sean toleradas admimstam

ones it

na transfeccion que dé como resultado una

cxpresion trunsitoria, pucde tomar dos rormas: la viral, en Jdonde se ha logrado alcanzar

niveles terapeuticos de la expresion Jde la protetna, mantenidos hasta por 3 scmanas, la

desventaya que s¢ presenta os la recompinacion ¥ la inmunoxenicidad que ¢l virus pteda

crear. la sexunda forma ¢

ta no virs

usando la doble cadena de DNA que exprese la
ribozima. mceduante una inveccton directa (en musculo esqucelético) © mediante hipidos

cationicos. e hecha l

fase 1 prechinicy para el tratamicnto de melanomas, va jos utiliza,
Para gquce la ribozima =sca cfectiva. debe ostar en exceso con respecta al RNA blanco o
locatizarse cerca del blanco para tnerementar sy concentracion efectiva.  Por otra parte cl

promotor de la ribozima debxe ser un promotor mas fuerte que ¢! del RNA blanco?

Hampel. de la Universidad ae Hinoss, invirtio anos en ta investigacion bioquitmica de

la estructu

de horgquilia que presenta la ribovima, Posteriormente formo cquipss con
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Wong-sStaal y la modificaron para que reconociera ¥y se anclira a una sccucncia cercana at

io del RNA de! 1NV, el cual sc conscerva en diferentes clases de HIV. Cuando ésta fue

probada en un cultivo celular, la ribozima redujo la cantidad d¢ virus producidos por las

rmtouna aphoacion sz vive se removicron dei

celular infectadas en unas 10,000 veces. b
torrernte sanguinco, los linfovitos T infectados y SC trataron con un retrovirus que contenia
el gen que codifica para la riltkwima, Posteriormente se resresaron Llas células modificadas a
1os pacientes. tas ribozimas fabricadas para SINA han sido disenadas para ir en contra de 1a
proteina Rax, la secuencis bder del UTR 57 v g proteasa. Su aplicacion mas efectiva s

avionadas, algunos de

an en estratexgias re

contra la sexunda. Algunos otros srisgwos traba

ellos toman cn cucnta factores como la notable habilidad del Y1V para mutar.  AlQunc

an urmendo varias ribosimas, cada una Jdingida a diferentes partes del

laboratoerios os
Kenoma del HIV, para ovitar as: el bloqueo del ataque por medio Jde una simpic mutacion.

i de la céluty donde

Tambicn s¢ esta desarrollando un caminoe paea enviar la ribozima al
el RNA ded HIV se gecumula, asi ¢sta se unira mas rapidamente®!

mbicn no solo muandar la ribozima a un sitio especifico de la celula, sino

Es importante t
antes que nada a tas celulas correctas, En el caso de la hepatitis cronica tipo B, las ribozimas
son una terapia potencial ya que uno de los tipos de ribozima tomada del viroide delis tiene

afinidad por celulas hepaticas, por 1o cuitl puede ser explotado  este virus, no solo como

fucnte de ribozimas, sino tambicn como vehiculo de transferenci
En cancer hay dos aplicaciones reportadas, on 1la primera s¢ trata de inhibir la

ndo una ribozima on contra del oncogen s (contra I

proliferacion celular empl

secucncia GUC) que sufrio und mutacion puntual convirtiendo la secuencia GUG en GUC.

La sexunda trata la leucermia micioide  cromica (LANCS. En ia primera ctapa de la

transformacion linfocitaria hav una transtocacion de c-abl de! cromosoma 9 al cromosoma

22, resuitando en la formacion de la proteina de fusion ber-abl. La ribozima se discila para



qQue un brazo hibridice ¢l sitio ber vy otro brazo ¢l sitio abl, de modo  que solo ¢l mRNA del

producto de fusion pucdas anclarse®t,

La ternoioria de las ribozimas o una Kran promesi por la amplia aplicacion gque

molccutas de

pucde tener en ¢! teatamicnto de cnfermedades. A diferencue de peguen

@ cura de algunta enfermedad pero tienen efectos colaterales;

sen

farmacos que son efoctiy
Su

stos cfectos colaterales

las rilvzimax poseen una Qran cespecificidad sin presentar

able de la enfermedad, sin

cion de la protcing respons

principal limitacion ¢s la identific
emharge, ¢! avance  en ¢l provecto del Renoma humano,  permitira . reducir

significativamente osta limitacion ™.

AGENTES TRIPLEX ¥V ANTISENTIDO
“ Jdc curar una

cfubrre la ~bala magica”™, un firmaco capi

En ¢t mnteres por Jde

enfermedad sin producie ningun cfecto colateral: los investigadores han tlezado a utilizar

sexmentas de DNA (estratexia Triplex) o bien RNA mensijeras (estrategia  Antisentido), que

impidan la transcripcion o traduccion de los genes  sceleccionados, Los agentes mas

uncen a dcido nucleico son los olizonucleotidos de DNAL Los dcidos

estudiados quce
nucleicos se combinan con otros bapo rexlas bien conocidas., por 1o que pucden discenarse

oligonuciecotidos que reconozcan un sitic unice en el Ken clexido o on el transcrito de mRNAL

teniéndose as) la especiticidad de una bala magic

En las Terapias Goenicas convencionales, se administran {cnes sinos como sustitutos de

uada e la proteing

versiones que han perdido O sonincapaces de dirggie una sintesis adoo

ta.  Los oligonucicotidos o cambio, no dan origen a4 una protemna, sind que

que s¢ ncc
tienen la habilidad de bloquear L expresion de los genes va oxistentes™,

El uso de un olizonucleotido para detencer la transcripcion os conovido como la
Estrategia Triplex porque ! nucleotido se enreda alrededor de la doble helice de DNA

tegia Antisentido ¢s menos evidente.

motive det nombre

formando una hélice triple.
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Dxebido a4 que la secucncia de bases a 10 largo de un RNA mensajero codifica para una scric
tiene sentido. Fara que una molécula pueda unirse

idos, se dice que i secuenc

de aminod
ario que este formada de oligonucieotidos con las bases

a la cadena con sentido, €8 nec
4 Und Secucncld on antisontido, a practca Jde mnhibir la

a las dcl RNA

complementanias., ¢s decir que ten,

traduccion con olizonucicotidos  formados por bases complementar,
MenNsajero, ©s Conadida como esteiatexgi Antisertido?

Los oligornucicotides antiscentide son {os primeros de las nuevas medicinas yencticas,
on en cieros

que han alcanzado 1os ostudios clinicos. Desde 1930 se noto su produc
microorkanismos. v 4 La fecha os cline que celulas vexsetales v anpmales enplcan on algunas

nicass,

ocasiones Ia estratexia Antisentido para controlar s e xpresion
Con la tecnologia del DINA recombinante se jnirt poadido crear genes que den origen a

versiones antisentiido de RNA's mensajeros seleccionados. Para su arbcacion, en muchas
casos incluse, se ha prefermdo administear peguenas cadenas det nucleotido sintetico en

Sin embarso. l1os problemas a los que se han enfrentado son

Jugar del gen gquce lo codi
que en primer lugar, los oligonucleotdos Hevan una carga nesativa on cada grupo fosfato

por 1 cual su difusion a traves de la mesmbrana celular es dificil v en segundo lugar, las
celuias poseen  crzimas Gue destruven DNA - exogeno, por o gque son degradados
rapidamernte. Para resolver estos problemas se recmplazo el atomo de oxigeno ded grupo
fosfato. por un grupo metilo climinando la carga negativa. Fero ahiora los oligonucleatidos

s¢ volvieren Ridrofobicos, por lo cual s¢ decidio cambiar ¢l atomo de oxikeno por uno de

azufre. Iste permitio g los oligonucleotidos ser solubles, muis resistentes a la degradacion

cnzimiitica y penctrar a la célula no sdle por difuston directa sino también por endocitosis®2

(fig. 3.2).
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CONSTRUCUION DE NUCLEOTINON ANTISENTI WO

Las investigaciones realizadas duranie jos ultimos 15 anos han revelado factores
importantes que deben ser tomados on cuenta para discnar farmacos antisentido, como ol
hecho de que la cadena debe ser de 15 oligonucleotidos como minimo para ovitar gue se
asocic a sitios no descados. Tambidén se ha establecido que tos oligonucieotidos deticnen la
traduccidn al menes mediante Jos metodos: interfinendo ks lectura del RNA con sentido v
ademas, por su unon al ~RNA pucden estimuliar una epzima ribonucleasa ) que corta v

destruye ¢l LRNA onlazado. Los reportes obtenidos de ostudios animales indican que 1os

agentes antisentido no eximben toxoidad.
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Los primcros nucledtidos antisentido ¢n alcanzar ol memvado serin probablemente
aplicadas a2 combatir infecciones virales, Los laboratorios Farmaccuticos I1SIS en Carlsbad
California dirigen un estudio clinico de un oligonucledtida dirigido contra transcritos de un
gen viral importante en la replicacion de los papilomavinus humanos, causantes de verrugas
Renitales®s. K¢ reporta que dichos crecmmientos han disminuido ¢ incluso desaparcecido en

iones ¢n prel. Oro estudio clinico preliminar es

muchos pacientes que han reaibido inve
con pacicnies infectados con VRS, Los cientificos de la Agencia Nacional de Investigacion

1 fabricacion del oligsonucleotiddo dirgida contra ol RNA

sobre SIDA en Francia cvialun
praducido por ¢l gen guw Jdel HEIV. Tambicn, han comoenzado lox cstudios on cancer, con

micnto Consiste en remover la

udia. Kl tr

rcicntes quie padecen toucemia miclohde
médula dsed Jdel puicionte y tratarla con ol ohronucteontdo que destruairn selectivamente las

ente v ose e resresan sus

celulas cancerosas, despucs s¢oadministra quinuoterapes al

celulas “purkadas™. £ ohonuctedtido en estudio os ¢l gque se dirige contra ¢l RNA generado

14O on pacicntes con leucemia micloide®2,

Lol cual al parccer esta sobreexpire.

porel gen g

Fara mcejorar la costabilidad Jde los oligonucleotidos Claude fiélene v osus colegas han
fabricado nucleotidos que llevin consige Krupos quimicos capiaces de insertarse entre 1os

es el duplex RNACDNA, dicha intercalacian estabiliza ¢l enluce v prolonga la

parcvs de b
actividad antisenndo™-.

For otra parte la estratesa Triplex gque tuvo sus micios desde 1950, ha recibido
menos dtencion en los ulbimos tiempos. Cuatro anos despuces de que Watson ¥y Crick

descubricran la estructura de la doble hétice del DNA, Gary Fesenfeld v Alexander Rich®:

comenzaron sus cxploraciones on estructuras multiples de DNA formadas por acidos
nuclcicos. Para su sorpresa. encontrareon triples helices de UAL, en Ias cuales una cadena
adicional que contenia nucleotidos  de uracilo se unia a la doble helice on ALUL

Subsccuentemente, Chamberhin y colaboradores® mostraron que los polimeros de INA que

contenian T o A solamente, poviian ensamblarse en triples héhces de TAT. Morgan v Wells
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establecicron que nucledtidos de € podian unirse a dobles hélices de GC sdlo cuando las

moléculas se encontrarun en una solucion ligeramente icida, debido a que la cadena extra
e citosina requiere un proton adicional. la estructura resultante era C*GC triple.
Durante casi una década estos triplex, carecicron Jde importancia, sin embargo, a finales de

s triples hélices que contenian unidades TAT y

105 607s Morzan v Wells™ establecicron que U
C*GC padian formarse mediante fa combinacion de un olisonucledtido que contuviera Ty C

con una doble helice que contuvicera AT y GC.  Esto suxeria que cra posibie que fa triple

hélice se presentara de manera natural en los Qene:

A finales Jde 1980, tenicandose un mavor conavimiento de la regulacion en la transcripcion

Kénica, los investigadores concluyeren que debian concentriar sus esfucerzos para discfar

oligcnucicotidas que se unicran a Ia region de control del gen clegido, la cual regula la tasa

de transcripcion. En 1987, s¢ encontro que bajo ciertas condiciones, genes naturales que
contienen sittes rcos on AT v GC pucden combinarse con oligonucledtidos disenados para
formar tripictes TAT vy C*GC. En estos experimentos, los Triplex surgen cuando una cadena
del! DNA blanco esti formada principalmente por bases puricas (A v G) dejando las basces
pirimidinicas (F y C) a ta otra cadena.

Los triplex. como Morkan y Wells va habian cncontrado, no aparcceen on niveles fisioloxicos
de pli, para solventar este problema Ervan®? agreso un atomo de yodo o un grupo metilo a
los oligonuclcotidos cstandar. En 1988 1logan®® genero una nueva varicdad de Triplex.
Estos oligonucleotidos yencriaban tripletes GGC en lugar de CHGC.

Fara poder crear farmacos Triplex, los disenadores ticnen que ertender con exactitud comao

interactua ol oligonuclectido con su blanco.  Cada taxe de oligonucledtido establece dos

nuevos pucntes de hidrogeno con la base purica del dupiex. Algunos olizonucicotidos sc

oricntan paraletamente como los que conticenen € v T otros s¢ orentan antiparalelamernte
como los que conticnen G y T. Estas diferencias deben ser tomadas en cuenta, para no fallar

en ¢l reconocimicnto del DNA blanco.
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En 19838 otrus investivadores trabajacron con ¢l Xen o-mye. Este fue colovado en un
tubo de ensayo junto con cl vligonucicotido y varios componentes celulares obtenicndosce
buenos resuttados: la formacion del triplex previno la transcripeion de los genes virales
seleccionados. BEstudios en celulas vivas realizidos por Héléne abricron paso a una posible

aplicacion cn la clinica. Olizonucieotidos dirixidos contra la region del gen que cadifica

para ¢l receptor de interleucing-2, inhibicron su expresion.  Poco tiempo Jdespuds se

encontnd que un oligonucledtido dirigido contra la rezion reguladora del gen o-rmye podia
inhibir su transcripeion ot una linea cetular humana®<,

Los  investigadores confrontan varios retos, entre cllos ¢! hecho de que los
olixonucieotidos que deticnen la transcripeion en células, lo hacen =0lo si s¢ encuentran cn
altas concontraciones. L mavoer Hmitiacion ¢s que jos blancos deben tener todas sus purinas
en una misma cadena, Sin embargo, mas Jde la mitad de los blancos potencules contienen
una mezcla de purinas y pirimidinas en cada cadena. Como primera solucion s¢ han
reemplazado 1os Rrupos 1Ostato con un Xrupo quimico que les permite a los oligonucledtidos
“saltar™ de una cadena a otra.

Lits tecnologias Triplex y Antisentido estian Iejos de la perfeceion aun, sin embarygo, se
esperid que estos agentes tleguen a ser comunces en el tratamicnto de enfermedades virales y

Kendticas, para las cuales aun no existe una terapia efecti




APLICACIONES é
CLINICAS &

tas aplicaciones clinicas alcanzadas por la Terapia Génica aun son escasas, sin
cembargo. cada uno de los estudios que s inicia cn cste campo tienen como meta comun cl
poder ofrecer una terapia sexura v de preferencia definitiva a la enfermedad para la que fue

desarrollada. De los protocolos aprobados por lus orkanizaciones cncarxadas de regularios,
Xran mavornt son  tratunicntos por poricdos de  tiempo

pademuos  encontrar que  la
Iowra disenar vectores lo suficicntemente eficientes.

indefintdos, esto debido 4 qic aun no s
Las aplicaciones que puede lowrar la Terapia Génica comprerdden ¢l tratamicnto, la cura y la
contra desondenes tanto congenites camao adquiridos quc, Unos cuantos anos atris,
En cste capitulo se hace una

rrofilax
ni siguicra se conovia cual cra la causa de su existencia.
recopilacion dJde algunos de estos desdrdenes v 10s avances que se ticnen on sy tratamionto

con Terapia Genica.

ENFERMEDADES IHHEREDITARIAS

Jdecadas se han

logradoe  xrandes avances ¢n el

las  dos  altimas
Ha sido identificado ol

Durante
descubrimiento de las bases moleculares de
200 crrores congenitos del metabolismo
A3

varias enfermedades.
¢ incluse la lesion

defecto protéicy on mas de
rios de los métodos

molecular espectfica en jos genes que codifican para estas proternas.
terapcuticos s¢ han cncaminado a amimorar los Jdefoctos metabolicos causadaos por ¢stos
s, ol use Jde quelantes, suplementacion de

desordences, incluvendo restriccionces dwetetic
Sin embargo, estas

cofactores y recicntemente ¢l reemplazo enzimatico v ¢l halotransplante.

trrespecificas. Numerosos

terapias resultan ser povco cfectivas e incluso algunas de cllas,
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desordenes metabolicos, 1a mavoria de los cuales son recesivos, ticnen cfectos devastadores

como son retraso mental, deter

oro del sistema nervioso periferico, cegucra, deficiencia

auditiva, organomexalia ¢ inestabilidad metabdlica. AunqQue fa mavor parte de estos

desordenes son pow

frecucntes, powvos de cllos pucden ser teatados con firmacos y

conducen a la mucrte del individuo.

2l unico medio capaz de curar, mas que de tratar estas
enfermedades os ¢ de reemplazar o corregir los genes defectuosos. Este es el objetivo de los
esfucrzos actuales por desarrollar una Terapia Gonica para ol tratamiento de las

enfermedades moetabotlicas heredadas®®.
Cuando s¢ cnfocdan cesiuerzos al desarrelle de una C‘ferapia Genica para  desordences
metabolicos

deben ser tormidas o cacenta afur

s consideraciones por cjemplo, ¢l que a
diferencia de terapias pars enfermedades vomo hemoxlobinopatias, este tipo de terapia no

requicre de una estricta resulacion e

ra la mavoria de las deficiene

s enzimaticas,

la enfermedad clinica aparvee solo cuando  la actividad  cnzimdtica s encuentra

severamente reducida, inCluso 5-25% de la actividad normal puede

proteger de la

enfermedad clinica. Un cjemplo de cllo es 1a Hemofilia B, la cual cesuita de 1a deficiencia del

factor IX de coagulacion; individuos que ticnen menos de 1% del nivel normatl de este factoe

estan expuestos a sutmr hemorer;

s espontancas mentras que agquéllos con 1 a 109%

presentan un nessoe maderado v oaquellos con oun 10 a 20% no presentan entermedad

clinicamente aparentes. Sin embargo, no todos los tratamientos tesultan ser tan simples, la

fenilcetonuria por ciempla, donde ta falta e la enzima hidroxilasa que convierte la

fenilalaninag a tirosina, produce una deficviencia hepiatica v acumulacion Jde metabolitos

tOXICOs que causan retraso mentat: no pucde or tratada como la deficiencia del factor IX

mediante Liotranstferencia ded gen normal d tejidos ectopico. v que reguicre Jde cofactores

hepato- Siricos ne

SERC

sarios para Lt actividad de la hidroxilasa®

Como pucde notarse, ¢l defecto implicado, fa necesidad de cotuctores ¥ 10s tejidos afectados

son consideraviones importantes en ¢l desarrolio de protecolos b

asados en Terapia Génica
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para un desonden on particular. A continuacion se presentan algunos cjemplos de Terapia

Genica aplicada a desordenes metabolicos.

FIBROSIS QUISTICA
La fibrosis quistica o5 un dexorden autosomico recesivo que afecta uno de cada 2.500

nacimientos cn la raza blanca™. ta cnfermedad se caracteriza por un transporte anormal

dos asmoncamente al flujo de axua provovando

de iones CI, los cuiles s¢ cncucntran b

una Jdeshidratacion cn las mucosas y por anto un inoremento on Ja viscosidad de las

<que impide o aclarmmicnto mucocifiar, Esto trac como

secreciones Jde ls vias respiritor,
consccuencia ¢l desarrotlo de infecoiones bacterianas cronicas que provoean severas

s. una destruccion griadual Jdel pulmon v fisalmente una muerte

reacciones anflamatora

prematura™
cenfermedad, incluyendo el

Una xran varicdad de tendos epitetiales se ven afectados por est
respiratorio, pancreiatico y ol epitelio intestinal. Sin embargo, 1a enfermedad pulmonares la

principal causa Jde mortalidad Jdebido a que la proteina responsable de controlar este

transporte idnico. presenta suomas alto nivel de expresion on las glindulas submucosas quce

predominan on vias acreas  Por esta razon, los primeros intentos de Terapla Génica que s

han licvado a cabo para fibrosis quistica cstin diriidos solo a pulmon, La insuficiencia
pancreatica presente en un SO -90% de los pacientes, pucde sor superida con suplementos

pancredticos v en ol caso de fa obstruccion intestinal, la cual s mucho menos frecuente,

pucdce ser controblada con laxantes®

El gen que condifica para esta proteina. MHamada regulador de la conductancia

transmembpranal  de Tibposis quisticad (CRe, fue clonado cn 1989, desde entonces se han

3 que imptlica la delecion de

reportado mas de 300 mutaciones diferentes 1o mas comun es

s del 2en perdiendose una fenilslanina on la posicion 508, Esto produce

3 pares de bas

una conductancia defectuosy de clorures o las celulas epiteliales. varios investisadores
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han probado que cftr funciona como un canal de cloruros mediado por AMP ciclico™ Esta

funciéon también parcce ser importante on la rexulacion del transporte de sodio. Do este

modo, e¢n individuos con fibros

quistica ¢l jon Y ita reducido o ausente

intracelularmente. micntrits que el ion Na* esta incrementado dos © tres veces miis de lo

normat. Estias alteraciones en ol transporte de iones pucden ser evaluadas con la medicion de

Ia diferencia de potenciat®™,

Por tratarse de un de

Frden autosomico recesivo, se propuso la introduccion de una

oy norm:l Jdel gen que codifica para cftr en las celulas epitelides wtilizando rotrovirus y
vaccinia virus. Con el uso del primer vector mencionado, s¢ consiguio una funcidn normat

en ol transporte de clorures por muis de 6 meses on urn calt

o celulars®,

De los 46 protocolos de Terapia Gicnicd humarra revisados por [e FDIA (“Food and ODrug,

Administration™) a mediados de 198

. AN impli

n terapria ox s Este hpo de teraplua s
pricticamente imposibic para el caso de fibrosis guistica detndo a gue no os posible remover

y reimplantar células epiteiiales de v

s respiratorias. For lo tanto un requisito en la Terap

Génica para fibrosis quistica s la transferencia /o vmvo por meaio de veclores ue sean

icicntes ¥y sexuros para ol uso humano,
Para desarrotlar ostos sistemas de transferencia genica, s¢ requicre de DNA con un

promotor adecuado unido al

sente de transfercncia. Dentro de los promaotores especificos

de puimon que s¢ han empleado se encuentran SP-C vy CCTO™. Los vectores disponibles

para ¢sta terapia, pucden ser axrupddos de una mancra generial en: aquellos que se integran

al genoma de o celula huesped, como o5 ¢l caso de retrovirus v virus adeno-agses

ados: y
aquetios que funcionan de manera episomal como es ¢l caso de conjugados moleculares,

liposomas v adenovirus,  Algunas ventaas v de

sNLAjas qUe Presentin cstos veotores para

fibrosis quisti srtan en b tabty

iS¢ pres

Sc¢ ha cncontrado que la inflamacion de las vias adreas s¢ incrementa conforme

aumenta la dosis administrada de virus, En ool

50 de adenovirus titulos bajos hasta 10%
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PFU/ml no causan dafos apreciables, pero a partir de 10" PFU/ml s¢ presenta una
[B]

tigenicidad de las proteinas de

inflamacidn dosis-dependicnte. Esto pucde Jdeberse

supcrficic virales v la respuesta de los linfocitos T citotaxicas. to a {os lipo .

estos demostraron citotoxicidad a dosis clevadas sy vitno, pero on la practica, no causan

problemas 17 vivais. Por este motivo DC-chol:DOPE recibio la aprobacion de la FDA™M,
T Desventajas J

S requicten vanas dosis,

Vector
Adenovirus

TTniccta eclulas en eatado atente,

prosenta tnoemsmo por e epitehior i la respucsta inmune esta relacionada
respu e loro. j con la dasis, rieaxo de mutagenesty por
| inscreion.

Tarmuino egue no. Nesso Jde

aleza.no

7 e fociarsas por ruatis
! mutagénesis por insercion puostble

10N con un virus de ipo

Virus

adeno - asovtados ; patazenos, ¢ tnteran 2! Xencma
!

vornfec
silvestre.

latentc.

i

celular, infectan celulas en estado |
I Se rrgquteren vamas dosis

|

Transfeccion Jde celulas en ostado
Altas Josis pueden causar una

umirse a un determinado receptor de | respucsts inmunc.

DNA-Confugados

moleculares latente, son toyndo-cxpecificos por

membrana.

—t
[ R cficientes por 1o que ac requieren
0

Tapasomas Ficdegradablcs, ms foxicos, me
varnas dosts.

1nmunogencos, mo virales,

transfectan colulas en estado Latente,

:
{ S intexran al xenoma Cefular, virus”

i
l ben caractemzados

“Requicren de celulas en division,

Retrovirus
[ESRO UC MULARCNENS FOF INSCrTIon.

TABLA 4.1
ECTORES EMFPLEADOS EN FIBROSIS QUISTICA

10s primeros reportes dc estudios en humanos. Zabacer

En la actualidad. sc ticnen
¥y colaboradores™ cstudiaron ja transferencia del gen que codifica para oftr mediada por
En cllos se presento cicrto

adenovirus cn la nariz de tres voluntarios con fibrosis quistic

acion, probablemente debido al metodo de

Krado de inflamacion en ol area de aplic
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administracion cmpleado. S pudo demostrar la presencia de wRNA del gen en dos de los

sujetos. Con respecto a fas anormalidades biocléctrica a diferencia de potencial se redujo

a un rango normal cn los tres individuos. Estos cambios sc mantuvieron durante 10 dias
posteriores a una aplicacion tinica, a pesar de que ol estudio no habia sido discnado para

ascgurar una expresion duradera™! .

El método de administracion meis ampliamentc utilizado es [a nebulizacion, ya que presenta
ventajas como una difusion amplia, 1a cual puede ser regulada mediante ¢} ajuste de ia

vilvula y un tiempo de contacto mayor. Sin embargo, tiene la desventaja de que esta fuerza

mecanica cjenvida sobre ¢l hquido pucde danar al vector. en particular alterando la
estructura del complejo liposoma-1INA. Otro problema que se presenta s cf hecho de que
la capa mucosa (Rel) pucde impedir ¢l aeceso o la superficie celular, micentras que la capa
acuosa (sof) pucde diluir vy atterar la compousicion de  cualquicr liquide aplicado
topicamente. Por ctlo s¢ ha probado introducie  Hiposomas por medio de una inyeccion
intravenosa, evitindose la transferencia @énica a otros orkanos mediante el uso Jde
promotores especificos®,

Existe un sran progreso en ¢l desarrollo de nuevos agentes de transferencia, sin

¢mbarzo, la Terapia Génica para fibrosis quistica sigue sicndo una disciplina joven. Aun
tomara algunos anos ¢l poder ofrecer este tratamicnto como una alternativa segura a los
pacicentes, de hecho, existen dos razones importantes para retrasar la fase Clinica (Il En
primer lugar, ¢l desarrollo tecnologico tan acelerado que se tiene el cual seguramentc traerd

consize una nueva Keneracion de agentes de teansterencia mas segures v ocficaces. . En

segundo [ugar, las pruchas clinicas a gran cscala son costosas y reguicren de tiempo v

voluntarios., scrid un gran crror apresurar dichos ensayos con matceriiles inadecuados, El
tratar de ir demasiado ripido. paradojicamente, retrasa ¢l desarrcolio de una Terapia Genica

cfectiva para fibrosis quistica.,
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DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE
La distrofia muscular de Duchenne (IYMID) es una enfermedad recesiva ligada al X

quc afecta uno de cada 3,500 ninos. Una de las primeras manifestaciones clinicas de

debilidad muscular es la tendencia a levantarse del suclo apoyando las manos en los muslos,
esta maniobra conocida como signo de Gowers, es resultado de la debilidad de los musculos

fermedad progresa, la fucrza muscular s

extensores de caderas y rodillas, Conforme {a ¢

vuclve insuficicnte pura manternter la postura por o cual, alrededor de los 12 anos de edad,
la mavoria de los pacientes utilizan va silla de rucdas.  Posteriormente se desarrolian
deformidades  musculares v pucden exacerbarse {os  cfectos de debilidad muscular
respiratoria (que inevitablemente son fatales corca de la tervera década. Puede también

desarroliarse una caniopatia progresiva on la altima crapa de ja enfermedad, aunque ésta

no cs la causa de la mucrte™.

distrofia muscular moderada ligada  al . que

En 195 s¢ddentifico una
pasicriormente s¢ CnconRiro que era alélica a la distrotia muscular de Duchenne.  Esta

trofia que lleva ¢l nombre de distrofia muscular de Becker (DMB), tiene una incidencia

de 1 en 30.000 hombres pxero os casi tan prevalente como la DMD debido a que su avance

menos ripido, incluso s han reportado pacientes de mediana cdad que aun pucden

caminar. En ambas distrofias los pacientes exhiben defectos cognosaitivos, en el caso de

DM estos llexan a sor serios ¥ cervd de una tervera parte de los pacicntes s¢ consideran

con retraso maent
El cxamen histoldzico de scoeciones de tejido afectadas revela una extensa Jegeneracion de
Ias fibras musculares y pova rezeneracion de miofibras de didmetro pequeno, asi como un

amplio doposito de telido griaso o conectivo, Debido a que se han encontrade anormalidades

de la supcerficic membranal v niveles clevados de calcio intracetular, se piensa que el defecto

molecular primario on la DMD, s¢ cncuentra relacionado con ¢l mantenimiento de

cn (Np2 1), se cncontrd que

estabilidad de la membrana miofibrosa. Una vez focalizado el
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éste codificaba para una proteina Jde gran tamano (3,685 aminoacidos) llamada distrofina,

Ia cual ticne homoloxia con micmbros de familia de las proteinas citoesquelcéticas,

indicando que ¢s componente estructural de las membran, musculares esqueléticas.  la

distrofing pucde scr dividida en d) menos. -4 dominios (£ig. 4. 1) de los cuales el central esti

subdividido en 4 rexiones ncas on proling que conficren flexibilidad o la molecula, hasta el
descubrimicnto de la utrofina, un homolozo auteosomico de la distrofina cxpresado durante
el desarrollo fets) del musculo esqueletico. ¢l dominio C-terminal no se asemcjaba al de
ningunNa otra protcing. Lils mutaciones que causan it DAMD gencralmente truncan a la

distrofina antes de este dominio C-terr

al, mientras quce los pacientes con [PMB expresan

este dominio*®,

[
g

>

LA TN I |
ERQUIENA D LA MOLECULA DIE LA DISTROPINAT
hividida en 4 dominios. A dominio N-terminal, B dominio centrul,

U dominio rice en dus y 1 dominio C-lermtinal. €1 dominie contral

subdividido cn 4 regioncs ricas en prolina (111-4)

En ¢l intento por purisicar a la distrofina de musculo esquelético se aisld un complejo de 6
proteinas asociadas (DAF'S) de: 156, 50, 43, 35, 59 y 25 Kd, de las cuales las primeras 4 son
Rlicoproteinas (DAG's) v de estas, las 3 ultimas son proteinas transmembranales. La 59-
DAP (sintrofina @ y 3) ¢s una proteina extramembranal intracclular y la 156-DAG s una

molécula altamente glicosiiada que se encuentra en la superficie extracelular de la
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membrana. Los dominios carboxi-terminales y ricos en cisteina parccen unirse directamente
a 43-DAG y 59-DAP on cl sarcolema micntras que ¢l dominio amino-terminal de la
distrofina s¢ unc a moléculas citoesqueldticas de actina, esto sugicre que el complcjo
distrofina-glicoproteina actua como un pucnte molecular entre la matriz extracclular y la

distrofina c¢n el citoesqueleto cortical de [a fibra muscular®s,

LAMINA BASAL

Sarcolema

SINTROFANA

Distrofina

Filamento do actina

1T 4 2
ENTRUCTURA MOLECTLAR DE 1A DINTROFINA ¥ SU INTERACCION CON
OTRAS MOLECTLAS DEL SARUCORLEMA™

Existen al menos 4 transcritos distintos del xen DMD ademais del . RNA de 14kb encontrado
en el muasculo esquelético y todos ellos han sido cencontrados en el SNC (necuronas de la

cortcza cerebral, en células de Purkinje del cerebelo, apo-distrofina-1 o Dp71 en células

gliales, Apo-distrofina-2 o Dp 116 on cclulas nerviosas peritéricas de Schwann

usad de la DAMD abrio ta

La identificacion del defecto en un solo gen comao la i

posibilidad de tratar este desorden por medio de Terapia Génica mediante la introduccion

del gen recombinante de ia distrofir Los modetos animades que se han empleado

comprenden: ratones, ratas y perros principalmente,  En ratones sc logrd la expresion de
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varios niveles de gones recombinantes de distrofina, reduciendose e incluso desaparceciendo
1a patoloxia. Ademas se cncontro que una sobrexpresion de distrofina no s aparcntemente

toxivd, SURIFICHYO CstO JuUe NO s necesiria una estricta regulacion génica en la Terapia

Génica para DM,
muscular es musculo

niva para la distrofi

do en Terapia

£l tejido blanco empi

esqucictico ya que presenta ventajas como son: ser estabie, regenerativo, accesible y bien

irrigado. sin embargo. la cficiencu de la transferencia es aun baja para ser considerada cn

protocolos con hurmanos.
Muchas estratexdias Jde complementacion genctica han sido propucstas como tratamicntos

para la DAMD incluyvendo ef transplante de mioblastos de un donador®®., ¢l envio de

“oasscttes”T que cexproesen distrofing recomitnante mediinte una inyeccion intramuscular de
DNA Jdcesnudo™, o ¢l uso de vectores retroviridles y oadenovirales, Cuada una dec cstas
esirateRias presentt himitaciones, A poesar Jde que 30-830% de fibras musculares del raton
transxemco mdx se vuelven distrofina positivas despudés de un transplante de mioblastos. ¢

humanos no se logran tan Bucnos resultados®’. la inveccion intramuscular Jdel plasmide

transduce olo 1 a 3% de miofibras. for otra parte, los vectores retrovirades infectan

Unicamente coelulas en division impidiendo su aplicacion 4 fibras musculares posmitdticas v
neuronas las cusles son teiidos blanco de ta OMIY. Finalmente [a transferencia mediada por
adenovirus del gen de la minidistrofina tipo Becker, 1a cual resuita ser mas cficiente ¢n
Neonatos que ¢n Jovenes y aaultos, a pesar de expresarse cn 5 a 50% de fibras musculares
1 1a desventaja de gque su expresion episomal os transitorna por

de raton /ndx neonato pro;

s de expresion. Esto

Io que s requicren administraciones repetidas para mantener los nivele

bar ios problomuas de respucests inmune, ademas debido a su relativamente baga

pucde ¢xace

capacidad clonal (8.5 kb aproximadamentc) parecian sor poca uttles como vectores del <en

de la gistrofina™.
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s puositivas de los adenovirus v a la vez

Un intento por hacer uso de las caractoeristi
arrolo de una fucrte respuesta inmune; fue la

able del de

eliminar su Kenoma viral, respon

Iltamados minicromosomas adenovirales, basan cn la

fabricacion de los los cuales sc
abservacion de que ¢l DNA adenovertl se encucntra empacado on o5 viriones ¢n una

modalidad polar de izguicnda a derecha y es dependiente de clementos de empaquc que
actuan en 2™ El dominio de empaque AdS se extichde desde el nucledtido 194 al 358 v
esta compucesto de 5 clementos  diferentes  que son funcionaimernte  rcdundantes.
Tedricamente, cualquicr molecula que comtensa ¢l ongen AdS de repheacion y  los
clementas de empadue delxe rephoae v oser empacada on viriones maduros ¢n prescencia de

Se ha demostrado que los origenes Ad de replicacion son

un virus silvestre no defectuoso.
funcionaiecs ¢n los minicromoesanas v cste resultado sugicre (que pucde ser construido un

virus artuficia) que no contenxa genes virtles pero st mantenga la cficiencia para infectar
Para probur esta hipatesis 5¢ Consiruyeron minicromosomas con

debido a su capside viral,
A que cadifica para ja distrofing bajo el control de

capsides de addenovieus conteniendo el Y
3.3kb. un

1a beta galactosidasa

un polencisder ¥ promotor de wen que codifica para
bacteriana bajo ¢l control de ¢l potenciador/ promotor CAMV y ol crigen de replicacion Aad

Junio con lus senales de empadguce vicales™,
2 delecion de cast todo ¢l enoma del adenovirus elimina la posibilidad de la expresion de
resultado una xran rceduccion o ausencia de la

Kenes adenovirales wr vovo dando como

respucsta inmune del huesped comparads: con la provocada con i generacion anterior de
vectores adenovirtles s,

ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES
La transduccion v expresion de genes en tipos celulares apropisdos representan pasos

importantes en el desarrolio de la Terapia Genica, s por esto que Jos investigadores s¢ han

enfocado al desarrollo de mdétodos de transfercncia y expresion de genes en las células
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vascuiares v miocitos cardiacos. Ademas para optimizar L transferencia génica a las células
se requiere considerar caractensticas de la cclula como son su capaciudad de proliferacion y

do blince.,  En este caso, las cclulas vasculares y los miocitos

abicacion dentro del 1)

cardiacos dificren especiialmente on su capacidad Jde proliferacion por o cual ©s necesario

distintas pars transducir estas celutas ™,

utilizar estratesi.

1 cllas s por medio del flujo

En el caso de oclulas vasculares, el adveso que se ticne

SANRUINCO, PCVULINCAmMentc, ds1 como pPor sexmentos arteriakes jocalizados.  1os peimeros
vectores utilizados fucron los retroviriles, sin embarzo. la transferencia genica retroviral

sctlar particularmoente con respecto a ta

ticne limitada su aplicacion a a medicing cardiova

arie que Jas celulas blanco se repliquen parm que

Terapia GEnica /7 vivo. ya Jue s neve

ha observado que despues de un dano vascular o

ocurra la inegracion virat

s vasculares danadas pucden ser

RO e un cateter glotwe, las celu

estumulicion, Coma en ol
transducidas en una bucna proporcion, por o cual estudios previos suziceren que bajo cstas
condiciones [a transduccion retroviel o cclulas vasculares puede ser utifizada exitosamente
i vivie. Uina limitacion mas que presentan estas vectores es o labiles que son comparados
€cOn Ootros virus yi ude son capidamente inactivados 71 vivo on primates debido quiza a la
presencia de complomento cn sucro ™,

Para mcjorar [a transferencia genica directa a arterias, los investigadores se¢ han enfocado a
los vectores adenoviraies., Las ventajas que presentan ¢stos  vectores, como ya ha sido
mencionado con anteriondad, es su capacidad de infectar oclulas de mamiferos incluyendo
a celulas en estado latente. Tante r7 vvo como iy vitro, se obtienen altos titulos y son
particulas estables que permiten ser purnficadas v concentradas.  Su mavor desventaja es

SMAnNas) v provocar ung respuesta

conferir una expPresion Kenica transitoria (de alsun:

inmune contra proteinas adenovirales'™ Actualmente se construven  vectores con

maodificaciones para disrminueir su inmunogenicidad que incluyen deleciones on las regiones

E2 y E4 y moditicaciones en la region E30908,
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Los sisteinas  conjugados que

basan cn ta transferencia kénica mediada por receptor
utilizando un adcenovirus inactivado unido a un ligando como la transferrina para facilitar

ia entrada a la cclula aun estan siendo investizados para su utibizacion cn la transtferencia

genica vascular al

ual que los liposomas cationicos. Estudios recicnte sugicren quc cl
complejo formado por ol virus hemaglutinante japuncs (HV)) inactivado v liposomas

presenta una mavor oficiencis Jde transfeccion on ceiulas musculares lisas vasculares, tanto

cn modclos 1t vivo como i vitr con dano vasculartyd, Esto nos permite intuir que futuras

maodificaciones 4 vectores usados para la teansfervacaa @émca vascular que incluiran
componentes dc vectores virles v ne viraies lograran L optimizacion de la transferencia v

expresion genica, minimizando 1os cfectos secundarios no deseiados.

Una estrategiad mas de transferencia (o] o8 el uso de goles pohmerncos impregnados de
oligonuclteotides aplicados a la superficie externa de arterias. A pesar de gue aun no se ha
definido con precision la farmacovinetica y retencion de ostos oligonucieotidos. los datos
obtenidos sugicren que o suficiente para inhibir c-ppd?0f v la expresion del wRNA de

PCNA!™ 234 horas despucs de una lesién con cateter globwo. Los plasmidos de DNA y

vectores adenovicales han sido aplicados directamente a los Rlobos de potictileno cubicrtos

con ¢l hidrogel polimerico, ¢l sizuicnte paso os Hevar a caboy modificaciones en los

polimeros que poermitan una liberacion contrelada det agente terapeutico enviado a sitios
especificos de 1os segmerntos arteriales™.

Por o Guce respecta i i transferencia Soenicd ¢n mocitos, ¢stos requicren de vectores

con una actividad elevada de expresion y de un metodo de introduccion hacia cstas células
micciandicas. La inyeccion dirvcta de plismidos ¢s un procedimiento simple que permite
examinar ol comportamicnio Jde 1os Senes o1 vve, aumgue esta limitada a fa transfeccion de

un pequenio numero de cetuldas cercanas al sitio de inveceion, ademis de esto, se ha

obscrvado que 1a expresion de estos genes ¢s temporal 1o
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Las adenovirus que de mancera natural infectan células de mamiferos on estado latente como

es el caso de miotubules esqueléticos ¥y cardiacos permiten una bucna transferencia genica.
A pesar de ¢sto, sy cxpresion tambien es transitoria y s¢ han observado respucstas
inflamatorias agudias cn corazones invectadas con adenovirus.,  Estas respucstas tambien se
han presentado despuces de la inycodion de plasmidos ™. La transferencia genica Jdirecta ha

sido emplcada para crear modelos transgenieos sonuiticos con el fin de definir la funcion
Kenica presentc ondarterias, on eses sistemas se estudia 1a funcion bolcgica de los genes que

SC CXPresan ¢on Ciertos sepmoentos arteriales. un cjemplo Jde estos madelos es el empleado en

el andlisis de VOAM- 11
intentado Hevar a cabo una climinacion selectiva de la proliferacion

Tambicn sc ha
sculbires, expresandose ol gen de HSVY -tk en celulas de masculo liso

patogenica Je colulas
Eate experimento se levo a cabo con

[ a GDICT,

cion de ganciclovar.

¥ con la subsccucnte iRCOrpON;
éxito en cerdos, con una reduccion del arca de las capasantima a media Jde
En el caso de la transferencia génica a miocvardio, s ha logrado transducir, cn animales
como ratas ¥ perros mediante inveociones directas Jdel plasmido de DDNA, gones “reporteros™.
rdiaca i vavolen,

los cuales han permitido entender mejor la requlacion Jénica
Como 1o Hustran los hallazgos Jde las investigaciones descritas, ¢l campo de la transferencia
Rénica

1do en una bucna proporcion, la transferenc

genica cardiovascular se ha desarro!
sola. 0 cn combinacion con otras tecnologias Rendticas ha sido utif en la creacion de modelos

animales para enfermedades cardiovasculares (entre clos Cerdos. conejas, ratas, perros etc.)
en las cuales pucde ser investigada la funcion de los productos génicos fr vzve. Estas
teenoloxkias muestran una opcion para ol tratamicnto dde enfermedades cardiovasculares

humanas. aunque aun s¢ requicre de una nvestigacion mas profunda sobre aspectos

técnicos  para toxrar una Terapia Goenicad mas seguea ¥ con una mavor aplicacién en

cnfermedadces cardiovasculares.
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INMUNODLEFICIENCIA SEVERA COMBINADA

En septicmbre Jde 1990, Ashanti DeSilva de 4 anos de edad se convirtio en la primera

paciente que se sometid a una Terapia Génica aprobada para la Inmunodeficiencia Severa

Combinada (SCHM', La incidoencia Jde esta Jdeficicncia es baja, aproximadamente 1 en 10*
nacimicntos. La enzima Jdeficiconte, causante de esta enfermedad es la adenosin deaminasa
(ADA), enzima monomcerica de zine expresada en altos niveles en el citoplasma de timocitos

maduros y prescnte on hintoctas 1 achivados, epitehio vy otros  tepdos no linfoides, 1a

deficiencia de esta enzima causa lintopeni debido o ctectos toxicos de sus sustratos' o,
Los pacicnies tipicos ticnen unma forma recesiva Jde B SCIDY La cual os Sital en la infancia o

en {a ninez temprana: los pacicnies menes afectados presentan infecciones recurTenes ©

stuosa Gle celubas T odesds Tos 2 hasta poee s de fes 3O anos dde cdad. la

inmunidad dete

severidad clinica se¢ corrclaciona con Lk maxetud de Jos ofectos BProgquimicos causadaos por
AAdOo cn os critros itos
El mancjo de esta deficiencia ha ido evolucionando desde su descubrimicentoon 1972,

tiva, por lo que

a principios de 1980 ¢! transplante de medula osed cea lad unica terapa cfe
jos pacicntes sin un donador adecuado eran tratados mediante transfusiones de eritrocites,

Sin cmbargo. amtwrs métados cran pove

como una forma de reempl
confiables presentiando un porcentiaje de morbilidad clevado, Cuande en 1990 s¢ consiguie
la aprobuacion del priuncer protocole por ¢l NEH RAC, la situacion cambio. Este protocolo de

Cciencil de ADA somete a los pacientes a leucoforesis con la

Terapia Genica para la de

finalidad de aislar las cdlulas mmononuclecares v sembrarias en medios ue estimulen
activacion de linfoctos T Lina vez que las colulas T se encuentran dividiéndosce. ostas son

ics

quien centicne al gen que cadifica para ADA v

incubadas con ¢l vector retrovie
permite crecer durante alunos dias antes de ser mnfundidas al paciente. Fuce aplicade por
primera vez en una mina Jde -4 anos de cdad quicn habaa sido tratada durante dos anos con

rco, basada on ¢l conjutado PEG-ADA, c¢n ¢i cual la moiccula

terapia de reemplazo enzima
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de  ADA presenta una madificacion Jde los residuos de lisinn  con ¢l

cion de a enzima.

monomctoxipolictilenglicol, prolongandose as ot ticmpo de circul
Con esie tratamicnto, se presento miculmente una notable mejoria durante ¢l primer ano

ntudad de sus linfocitas T disminuyo v como

sin embargo,  despucs de este tiempwy L o
COonNscCuencia prosento diversas infecciones. [ursnte los siguientes dicz meses y medio
recibid infusiones una o dos veces al mes de linfocitos con ¢! gen que codifica para ADA,

siones de PEG-ADYA semanalmente, los resultados obtenidos fucron muy

junto con inyc

alentadores ya que lox estudios revelaron un mepor  funcionamicnto  de su sistema

iInmunitario v condicion clinea ademras Jde an numero sperificativo Jde celutas T modificadas

resentes cn aruculacion (20 g 25% aproximadarmentor. En oencro de 199 se inicio el
¥

tratarmento a und seaunda pacente Jde 0 anos de edad, Gquoen recibie 11 aanfusiones Jd2 los

linfooites T corresidos. Como en ol caso anterior, timtuen se le aplicd semanatmente

invecciones de FEG-ADIAL

Los resultados xencridos de estos dos casos indican que esta terapia s oatil

clinicamente hablando, ya que ambuas pacicnies presentan un avance notorio: ticrien un

nificativos debido a las

promedio normal do infecctones v no hay cfectos colaterales sis

ssaro titmbicn destacar la impontancia que ha tenido

infusioncs celulares. Sin embargo, nec
Desde 1986 se tratd

cl reemplazo enzimatico como terapid de apove Y Como terapia unica

al primer pacicnte con la preparacion ADAGEN ¥ de Jlos 48 pacientes tratados con PEG-ADA

hasta 1995, 39 (S1%) continuan con ¢sta terapia. De 28 tratadoes por mas de dos anos, 26

han presentado 5

sobreviven y tendran que ostar bajo tratamiento de 2 a 8.5 arios.

muertes (119%), 1oxdas de pacientes que no tueron candidatos a transplante de medula Osea; 4

autoinmune refractara que se desarrolld g las 4-5 semanas

de ellas por ancmia hemaoirtic

s de un sindrome viral, el guinto paciente murio después de 6 ancs de

del tratamicnto despud

tratamicnto a4 los 15 anos de cdad  de paro respiratorio v taila cardiaca, consecucencias de
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una insuficicncia pulmonar crdnica que habia desarrollado durante los 9 anos de
transfusiones critrocitarias, anteriores o la teripia con PEG-ADA 0,

Haciendo urna comparacion con cl transplante de meédula osca hapioidéntico, cste no
untque osta terapa cs

wlentico, ademe

1or 1A
Por otra parte, s¢ proesentan

es pusible cuando no sc ticne un Jdor
snificativa,

definitiva, s¢ encucntra asociada a una mortaticdad s,
vetrasas al referir al paciente a un centrw espectilizido en transplantes de medula osca y

prucbas de HHLA. Sc requicren 34 6 meses de ase L despucs del transplante, antes Jde que

s¢ incrementen las celulas T del donador. Con ADA | ¢ reguiere una Jdoses refativamente
estindar intramuscular que pucde ser administricda por cualquicr persond, mientras qus

con cl transplante de¢ médula oseil se regquicere uhibzar varias teenicias para depictar la
médula de células T Jdel donador, oSto con el b de preverir and respucsta injerta contra
Incluso infecciones virales pre-oxistentes cn la medula osea del donador pucden

infecciones

huésped.

exdacerbarse por

Lt vez gue los pacicntes cursan con

I factor principal que provoca la falla del

citorreducenyn,

pulmonares activas, constituyendo ¢stas razones ¢
transplante es ¢l alto vosto det

s¢opresentan con ool

Otras limitaciones que
la respucsta a4 una subsccucnte Terapia

transplante.
procedimicnto y 1o citorrcduccion que disminuye
Geénica. En ¢l caso de PEG-ADAL la aplicacion de osta terapia tambicn representa un elevado

costo que os Jde aproximadamente TOOO00 dis. anuales on ol caso de un nino yde 2 a 3

VOCEes mas cn piacientes mavores 'L
La inmunodeficiencta severa combinada se convirtio ¢n el foco de investigacion de la

Terapia Genica bumana pOor varias mzones', Como son qucs

sido clonado

e ¢l gen de ADA ya habus
se sabia que ¢l reemplazo genico mediante iransplante de médula Osca era una terapia

exjiosa
existian limitadas opeionces para pacientes que no podian ser transplantados

taja sclectiva de orecimiento 777 vivede las células sanas

® scesperaba una ve
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Por todo esto [os investicadores de SCIY que iniciaron la terapia con linfocitos alterados

retroviralmente se apoyarnn con inyecciones de PEG-ADA.  debido a quce las células T no

fongeviuiad como ias células tallo, se estd intentando llevar a cabo la

ticnen una larx

transferencia xonicd a mivel de estas celulas con la finalidad de que sea ciada vez menor la

matico''o,

necesidad de utilivar ot reemplazo on

FEMILCETOMURIA

utosOmica  recesivo causado por la

La fenilccetonuma claswea os un desorden
deficiencia de 1a hadroxilasa de la fentialanina hepuitica, o cual produce un incremento ¢én
los niveles de metabolitos Jde fenililitning en sangre v orina v oreiraso meneal irreversible,
Poco Jdespuces de quce ol detecto brapiimico fue identificado se mmiciaron tratamicntos basados
cn restrcciones Jicteticas, Este tratamicnto cuando es iniciado on of periodo neonatal reduce
sigmificativamente los miveles Jde fenilalaning on sucro ¥ sankre v on xran medida previcne
¢l retraso mental. Stn cmbarco. esta terapia dictética no os perfecta va qQue ¢l sabor poco

placeniero Jde muchos de Tos productos bajos en fertalanina sucle desagradar a los

cntes y aduiltos jovenes de mado (que abandonan o

tlmente a los adoles

pacicntes espog

En ¢l caso de

tratamicnto condudicndo osto a2 una caada de la funcion neurofisiolomics
mujeres embaraizndas que no siguen la dicta. osta enfermedad causa en ¢l producto

iones congonitas. A ¢ste sindrome se fe conoce

micraccefalia, retraso mental v malform
vome fenijcetonuria maternal’!y,

los probiemas asociados con i tratamicnto convencional de la  fenilectonuria  han
promovido ol desarrollo de la Terapia Geénica. La transferencia de este gen terapoeutico debe
ser dirisada a urn organd en donde s cncuentren los cofactores necesaros para  un
funcionamicnte normal de la enzima, ¢l mas indicado s el higado. va gue conticne

pequenas cantidades del cofactor reducido pterina. Son tres los vectores que han sido
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retrovirus, compleios DNA/Zproteinas y

desarroliados  parst osta transferencia  xénic
adenovirus recombinantes; cada uno de cltos con sus respectivas limitaciones!t2 oo
transducir Ia hidroxilasa de

En cl caso de vectores retrovirales, ostos fucron empleados pa

Ia fenilalanina on una linca colular de fibeoblastos Jde raton. o transtuccion fuc exitose y

da mediante o seleccoion con analogos de ncomicina, las colonias

pudo ser demost

resistentes reflejaron ¢l tado de vectores eretroviraies! 7 Fstudios posteriores indicaron que

hepatocitos prirmartos tambien, por o

Jos vectores retrovirales cran paces Jde ontectar

cultivaron v transfectaron, alcanzuandose  niveles

cual se aistaron estos  ultimos,
significativos de d cnzima on los hepatocttos imciaimente deficientes. Bl siguicnte paso os la
reimplantacidon que pucde flevirse o cabo mediante una inveccion directa a bazo o vena

fa aphcacron Gircci del vector al

porta. o terapia ox vace pucde reabizaaese mediaote

s oncovirus, por 1o

organo del paciente.  Coma los vedctores avtrovirates se derivan de
tanto solo pucden transducir volulas on diveaon: ©s necesitio realizar una hepatoctomea

I para promover la division cetular ya gque ef ado tiene capacidad de regenceracion.

parc
En condicioncs optimas, poco mas (_1:: 1o 2% de las colulas de ligaao de aton joven y 10 a
15% de las de rata fucron transducidas por vectores  retrovicales despues de una
suLleren ung terapna util en Jos casos donde ol

hepatoctornia parcial,  ostos resuitados

tratamicrnito de la enfermedad requicre sole de cantrdades traza del producto génico

deficiente!'t !,

sentan una alta frecucncit de transduccion

“tores adenovirdles que pres

For otra parte os v
idos por el promotor del

tanto s vt Ccoma g vivo, especialmente en higado, son diris

Este vector fue empleado tambicn on ratones y animales que

virus del sarcoma de Rous
s de 1a infusidon ¢n vena

presematyn menos de 1% de actividad enzimatica, despuds de 5 du

normuales de fenilalanina en sucro y una

SOLATOR CONCCnNracions

porta de 10 PR pew
. los analisis referentes a la

actividad de la cnzima de 10 a 8O% de la normal.  Adema

refacion entre niveles de fenilalamna cn sucro y actividad hepdtica de la cenzima
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demostraron quc sOlo s requicre de 10 a 200 de ta actividad normal de la hidroxifasa de la
fenilalanina para prevenir la hiperfernlalaninemia en rutones con fenilecetonuriat?t. Sin
cmbarge, cuando se estudio a persistencia de este tratarmiento mediante un momtoreo de [os
niveles de fonilalaning on suero, despues de 2 a0 3 semanas, ks rtiveles elevados aparecicron

solo los animales invectadoa

e nuevoe. Cuando se Hevo a vabss una admanistracion peenosdic
pmicento, fo cual indica que se

con amortixuador desde un principio respondicron al tea
a2 fue la causa de la falla

presentd una respucsta imune on conra Jded vector adenoviriad v oes

del tratamiento! '
s mediada por receptores han

1o utilizando  endocitos

Finalmente [os ostiudios realsn
sloglicopmsteinag, transferrina o folata. 7rr vitner

acoplado Hgandos cspecificos cormo son b o

e adenaovirus defectuosos, los

los mojores resultados se han alcanzado co-administ

vugies avudarn on la bsis del cndosoma., antes gue oste sea digerndo o transferido nucvamente

acoptamicnto  directo  del adenovirus al DNA reduce

a la supcrficic colular,
significativamcente ¢! numero de particulas virales requeridas para alcanzar niveles altos de
frr ypve, 3010 s¢ ha Joxradoe una mayor oficicncia mediamte la administracion

transduccion.
celular mediante una

de los complejos DNA/proteinas despucs de inducir division

hepatoctoma parciali' !,

DESORDEMES EN L CICLO DE LA UREA
Existen muchos otros crrores metabolicos causados por defectos metabdlicos cn et

so de los desdrdenes en el ciclo de la urca. Estos

funcionamicnto hepatico, tal es el

desordenes son relativamente comunes, en conjunto ticnen una incidencia mayor a uno de
Cadd 3000 nacmientos y comunmente presentin enfermedades on la infancia que son
diaznosticadas tartramente v resistentes a4 tratamicnto. Sus sobrevivicntes presentan crisis

s recurrentes,  estudios de imaxences  cerebrales  corrviacionan las

hiperamonemi
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deficiencias cornoscitivas y anormalidades que se presentan on los pacicntes hasta llegar al

duracion de los comas hipcramonémicos't?

retraso mental, con .
Todas las célulss producen amoniaco de su mctabolismo protecico v cucntan con

mecanismas briogquimicos para elimiritrlo. En los humanos, quicnes normalmente excretan

de 10-20 g de nitroxkeno diariimente, esta funcion se reguls por medio del ciclo de 1a urca
o mas: carbamil fosfato sintetasa (CFS), ornitin

fig 4.3), i cual esta controlado por & cnxz

carbamoil transferasa (OCTT), arginosuccinato sintetasa (AS), arginosuccinato liasa (AL), vy

1do v con mucho menor actividad on

arginasia.  El cwelo completo solo se encucentra on h
intestino. S%¢ han reportado deficiencias de cada una de las enzimas Jdet cicio. Un infante con
defecto compicto desarrotia coma hiperamonemico on i primera semana Jde vida y sl

defecto no oS tratuado  rmucre  incvitablemeoente. Individuos  con defrciencas parciales

% dc

manifiestan sintomas en la infanca, su actividad enzimatica os genertlmente de 10 a

la normal. presentan vomitos recurrentes porturbacicones ¢n su oconducty v progresan hasta

el comallé. ESIoS errores conzenitos fucron descritos a principios de 19600 on la siguicnte

década ¢ tratamrento que se les dio fuce Pasatdo on ia restriccion proterd, sin embargo. 1a

fuc tan limitada que mas de 90% de los infantes afectados

tolerancia a este tipo Jde dic

is hiperamonemicias. A mediados doe las setentas =¢ comenzaron 4 utilizar

muricron de cri

analogos e aminoacidos esencidles Hbres de mitroseno con mejiores resultados, qungue este

tratamicnto no trataba Jde una mancrd cfectiva los episodios hiperamonemicos que sc

suicnte adécadd surkid ¢l concepto de estimular rutas

Hlegaban 4 prosentar. Ent da

alternativas para la excrecion de nitrogeno. osto implicd? el uso de arginina. benzaato de

acetato de sadio o sy conjurado reniltbutirato! '3 (ver fisg. $.3).

sodio y fen
nificativamente cn S5O para

La tasa Jde sobrevivencid con esla terapia se incremento si
pacientes con deficicncuas de OCT v CPS ¥ mis de 90% para pacicntes con otros desordenes
en el ciclo de la urca. A pesar de esto, mas de 75% de neonatos con cstos desordencs s gucn

padcecicndo de comas hiperamondémicos ¥ sufricndo dano cerebral con retraso mental y
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otras discapacidadces, cs por cllo quc actualmente se estudia la posibilidad de corregir estos

crrores metabolicos mediante la Terapia Génica''?,

PHTOCONDAIA S ————
-
Aanar s o

ures

G 4.8
CICLO I LA UREA YV RUTAS ALTERINATIVAS IYE TERAFTAY!?
5 paasos cnzumaticon. la CI'S (carbumil fosfato sintctasa) v aOCT

inina cs conver-

El ciclo de la urca csta compucsto de
(ornitin carbumoil transferasal) son cnzimas mikwondnales. Despucs de su formacion la critruline cs ox-
portada al citosol, donde ¢s convertida cn acido asginasucuinico por la AS (arginosuaccinato sinfctasm )
[l acido arginosuccinico os convertido a arginina por la AL (arginosuccinate frasae); la ar
tida a urca y ornitina mediantc la arginasa. 'na deficiencia on OUT proveva un incremento en los niveles
de amonuaco y glutamine en plasma asi como unu mavor cxcrecion de ackdo orotico en la onna. la estimula
cidn de rutas altcrnativas de excrecion de nitroxcno comprende el use deconjugados de benzoato de soddio

con xlicina pars formar hipuraie que sc cxcreta en onna; fenilacetate de sodio que con glutamins forman
En ol caso de deficiencias Je AS v AL sc emplea artinina suplementaria pars extimular

fenilacetilglutamina.
la cxcrecmdn de ctruling y acido arginosucoinco pars formar prductos mitrogcnados alie rnativos

La mayor parie de jos estudios realizados para la aplicacion de Terapia Génica en los
la deficicncia de la ornitin

la urca han sido desarrollados con
y la

severidad. su  relativa  frecucncia

desordenes dcel ciclo de
s

va ligsada al X,

carbamoil transferasa (OCTI[Y) dcebido a
Esta OCTIY s una enfermedad reces

disponibilidad de modcios animale

aproximadamente un 60% de ios hombres afectados presentan la forma mas severa durante
2
horas, manifiestan bajo tono muscular y

T2

la primera semana de vida. Despuds de 24 a
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letargia progresando rapidamente a4 coma.  la actividad cnzimatica que presentan ostos
infantes cs menor del 5% de la normaitts,
Existen dos madelos en ratones con los que se trabaja! t% la primers transferencia realizada

fuc la intrcduccion det DNA Que codifica para OCT umido a un promotor temprano de SVI10

n avulos fertilizados del mton e deficiente on OCTHY Se obtuvo una expresion exitoss
tino de 80 a 90% dc  los

ctividad Jde la OCT en higado ¢ inte

del gen, presentindose una
Sa

niveles control a diferencia de 1os ratones no tralidos que presentin una actividad de
i normal. Kin cmbargo. los

10%. Ademas, la oexerevion de acido orotico en orina fue ¢
estudios transgenicos en humanos carccen de justificacion ctica por 1o cual se requicren

estas s basan en el transplante de

al cue en femiloctonuria,

s extrar

Hoepastociios autolowes correkidos encticamentc O #/Pe Con retrovirus recombinantes. la
desventiias presentes son: und cticiencia linutada. i necesidad de remover parcialmente <t
hisdo v ¢l riesgo de un tuturo cancer debidao o 1a incorporacion del vector retroviral en los
cromasomas. En ¢l caso de la Terapia Genica w2 vivo tambicn s¢ continua trabajando en ¢l

les menos inmunoxenicos. Estos son los vectores que presentan

discno de vectores adenovir
mayvores ventajas ya que la transcripcion viml ocurre sin la incorporacion al genoma y al

ser introducidos on i circulacion portal se produce un alto nivel de expresion senica on

hepatocitos v no on otres  tedidos, cvitandose cfectos  colaterales relacionados con Ja
cn tejidos que normalmente no las expresan.  Ademas. como

exproesion de estas proteing
alxunos cxperimentos o demostraron con ratones inmunodeficicntes. a4 expresion de ostos

xenes empleando vectores adenaovirales pucde ser ostable v no acompanarse de rospucsta;

inflamatorias por mas de sc1s meses. Actualmente se debe trabajar basicamente en limitar la

cxpresion de proteinas virales para cvitar la produccion de linfocitos T citotdxicos que

climinan a los hepatocitos madificados kencticamente y la inflamacion 15,



ESTA TES'S NO_ DEBE b
SR OE LA BIBLBTECA

[

TIROSINEMIA TIPO I
Un ualtimo cjemplo de los avances que s¢ ticnen on la Terapia Génica aplicada a
mizado s la correccion de los hepatocitos

desordenes metabolicos  ocativados on el

aprovechando la scleccion i srvo que se presenti.
Como s¢ ha mencionado con anterioridad, le transferencia Xénica retroviral permite una
¥ una cxpresion Jdel gen terapeutico duradera, sin embargo. logma

integracion estable
los vectores

correxir solo un pequeno porcentje de hepatocitos w1 srvo., En contraste,
adenovirales pucden infectar al 1O de las células hepdticas 771 vivo pero [ expresion no
naturalezs episomal del virus y af rechazo inmunolégico que sc

persiste, debido a L
presenta. For cllo, se ha Hevado o cabo una scleccion i vive como ostrategia para una
Terapia Gernea hepatica. Esto permite la seleccion vy enriquecimicnto de los hepatocitos

correxidos 71 s 10,
de la enzima

ria tipo 1 (HTD es causada pvvr

(FALD, ultimo paso dcol

La tirosinemia  heredit
tirosina. La

catabolismo de ia

fumarilacetoacctato hidrolasa
acumulacion Jde su sustrato fumarilacctoacetato (FAA) v de su precursor maleilacetoacetato

1as estritexias con las que s¢ cuenta actualmente para

(MAA) s hepatotdxica y mutakenica
esta enfermedad incluyen una restriccion dictética de tirosina ¥ fenilalanina, ¢l uso del

S(2.nitro--trifluoro-metilbenziol) - 1,3 -ciclohexanodiona, ¢! cual blogquea el

farmaco 2
catabolismo de la tirosing corricnte arriba de FAH previniendo la formacion de metabolitos

hepatotdaxicas v el transplante de hizadot-o,

Se ha observade recicntemente que ol higado de pacientes con HTIT frecucentemente contiene

nodulos con actividad cnzimatica de FAH, debido a eventos de reversion somuitica'@1.  Fstos
los estudios

18 hixados durante ¢l transplantc

de
los alelos causantes de la

nadalas han Sido deted tados on
moleculares realizados han demostrado correccion de uno de
idad de una

posib

s reversiones sugicren la

prevalencia de es
Debido a esto se ha pensado

enfermedad. La clevada
scleccion positiva de celulas productoras de FAH on higado.
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que si las celulas que expresan o gen de FAH tienen una venlaja de crecimicento sobre la

colulax mutadas ©n cste jon, este fenomeno pucde ser aprovechado para oblener tanto una
2 mavorta del tide hepatico

correccion Jde

Como una
Los resultados obtenidos ¢n estos

exproesion ostable v oJduradera
mediantc una trnsfercncu enica retrovieal din o vivo,
experimentas han sido favorables va gue se ha jogrado mantener una oxpresion zénica

retrovieal wguidit de un transplante

Xenica CxX VIve, se

la transferencia
Tanto ¢n humanas como on animatles superiones cstos

elevada mediante

AtIoSO de las cclulas transducidas.
protocolos losran transferie Jde QU1 a 1% de os heputocitos v mediante solo 6 a 1O divisiones

colulares vy urng seleceon positiva se losra reconstituir Lo mavar parte del organo afectado.
Extos resultades oan surimirento o la posibilidad de que la Hiperntirosinermia Familiar tipo |

sed Crable mediante procedimientas ox vzeorde Terapta Geénica retroviral ! oo

For 1o quic respects i os riesgos de cancer, los estudios realizados demuestran que la
normat,

Terapia Genica para FAH fue cfectiva on i restauracion Je una funcion hepata
s Fiaados analizados se encontro una cantidad cuantificable e hepatocitos
2 a 3 meses. Sabicndoe que la

Pero on tados
10%) quc se mantuvicron despuces de

deficientes de FAH ¢
transformacion malixna ¢s comun on la T asi como en la deficiencia de FAH murina, scrma
aventurado asegurar que g transferencia genica retrovieal @71 VIO representa und

verdadera “cura” para este desorden v que os terapeuticamente cquividente a un transplante
de higado. Tanto animales tratados retrovicalmente como transplantados deben ser sexuidos
clinicamente por un periodo Jde ticmpo prolongadoe para determinar la ncidencia  de
‘nerado el higado del paciente hay un

cdancer. Debido a4 que una ver que < ha

considerable reducaion de Ia mitosis hepatocelular, esto podria prevenir el desarroilo de

ntes o,

duales FAIL defic

carcinomas, incluso en presencia de celulas re



81

DESORDENES NEUROLOGICOS
uUno de los casos mas frustrantes on los desordenes metabolicos es ¢l que sc presenta

con enfermedades (que prxducen severos danos neuroldzicos o retraso  mental. Los

desdrdencs que cursan con retraso mental pucden ser divididos ¢n dos arupos, aquctlos en

los cuales ¢l defecto metabolico primano se locabhza tucra del sistema nervioso centril
(SNCO), causando la acurnulacidn de sustancias toxicas que penatran al cerebro v e danan
(como la deficiencia de la hidroxilasa de fenitalaning que causa fenilectonuria), y aqucllos

A patoloia s encuentra on ol SNC (womo 1os desdrdences

en los cuales el sitio primario de

de almacenamicnto lisosomal neuropaticos. en Jonde L ncurona os ol sitio primarnio de la

patologia)n,

Mtasta la fecha, la mavor parte Jde L Terapia Genca desarrotlada para desordences

o peuronales como ociulas

acurolokicos s¢ ha dirizido 4 la expresion de genes on celulas

hematopoyeticas  y  hepatocitos. En parte esto se debe, al escaso cntendimicnto y

caracterizacion det SNC, asi come a los obstaculos (éenicos que deben ser superados para

presentid un problema unico. debido a las

lograr una transferencia cfectiva.

as v funcionales tan peculiares del cerebro. Por un lado, fa barrera

caracteristicas anatomi
hematoencefahica gque impide la entrada de macromoleéculas a las celulas neuronales v opor

funcionalmente

amente inte, das  pero anatomsca

otra  parte sus  resSionces poerfo

s englobwe™*,

diferentes que requicren de una rapu Genica gue L
Exasten tres ostrateguss alternativas que padrian permitic una transferencia xénica
slobal al SNC sz vivon la apertura transitoria de L barvera hematoencerdlica, una inycccion

ebral. v la introducaoion de genes en celulas endoteliales

directa en ¢l fluido espinal ©
vasculares cercbrales para lograr una secrecion vitsolateral de los productos genicos®.

En el caro de ta apertura transitoria de la barrera hematoencetfalica s¢ ha pensado que

podria permitir una buena ruta Jde transferencia al permitir ¢l paso de macromoléculas de 1a

irculacion al pardnguirma del SN, Esto se ha loxrado con éxito on ratones y ratas,
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mediante una inycccion intracarctidal de concentraciones hiperosmolares de manitol y otros
. debido a que las cétulas

axentes que permiten una permceabilidad reversible de la baree
incrementiadose los espacios

cndoteliales vasculares sufren una deshidratacion transitor

intercelulares. Esta permeabibidad podra ser usiida para la transferencia de vectores virales

¥y no viriales al cerebro. Ln ¢l hombre, ta disrupcion hiperosmolar de la barrera
hematoencetiilica ha sido aplicadis a pacientes con cicrto tipo de tumores cercbrales. ta

seguridad de este método ropetido constantementc aun os incierta, a posar de que se sabe

actuatmente que varnos tipas colulares neuronales son capaces de presentar respuestas

inmunes una vez quc el aistamicnto del cerebro ha sido roto por la apertura transitoria de la

barrera hematoencefilica <.
En ¢l caso de la inyeccion directa al fluido espinal cerebral, a pesar de que el fluido cerclral

espinal normalmente transporta  mcotabolitos tacra del SNC, macromoldéculas como la

ferritina (mavor de SOOKD) difunden a traves de los espacios intersticiales del parénquima

do mediante un incremento on la osmolaridad del plasma.

det SNC. Esto ha sido loxg
Experimentos on porros han demastrado que inyecciones intravenosas de manito! (3g/Kg Jde

cia la materia gris. Aunque

peso aprox.) revierten ol sentido del fluido dirigié ndose ahora b

¢ste s el mictodo mas conservador tiene la desventaja de tener que superar la direccién

natural dei fluido cerebral espinal mediante un incremento on fa osmolaridad del plasma

con manitol.
La tercera opcion para obtener una transferencia ncuronal global es la transduccion de

células endoteliales vasculares cerebrales, las cuales pucden  secretar las  proteinas

solaterales en el espacio perivascular del SNC. El

de sus membranas v

terapéuticas a trave
receptor de transferrina, Gque se cncuentra ¢n grandces cantidades cn ¢l lado Juminar del

endotelio cercbrovascular puede ser utilizado como receptor para una transferencia

especifica de 1os vectores empleados. Sin embargo. oste método requicre que las moléculas

terapduticas sceretadas s fusionen a un lisando neurotropico para su centrada a las
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neuronas. Este ¢s un método relativaments simple y scfuro quc podria sér repetido

facilmente, aunque se necesita alcanzar una sccrecion suficiente de la proteina terapéutica

que atravicse la membrana vasolaterad®®

requrere de nuevas estrategras para obtencr vectores

Como pucde notarse,
Jdos pars la construccion

arndos podrian ser emple,

especificos de neurons

de estos vectores,  S¢ han identificado ciertos componentes de toxinas de chestridium tetans

¥ Clastricditarey Potifigrnr ast como polipeptidos de o superficie de o virus neurotropicos como

da @ neuronas, pudiendo ser

Herpes y Reovirus, que son responsables de su absorcion v ent
cempleados para la construcoion Jde fos vectores™ s,
Una vez que s¢ ha fosradoe Ly internahizacion del vector se requtere timbicn de altos niveles

ion del vector, 1os vuales se consiauen meditnte o] uso de promotores virales como

de expre

los promotores tempranos v Liedios de SV, ¢! promotar vy potencuador Jdel citomegalovirus

y los LTRs retrovicales., Es siccesario vonsiderar que sdlo en cicrtas enfermedades donde no

s¢ requicre que Ja expreston sea espwcifica Jde oun tipo celular, pucden emplearse

promotores universales. En fa mavorta de 1os cases los promotores especificos d¢ ncuronas

son los que deben ser empleados.
10 el veotor para una

Una cleccion optima Je sccucncias reguladoras incluidas on ol dis

neuronal os de suma importanci v odebe ser tomada on cuenta para cof

Terapia Geénio

desarrollo de =cassettes™ divisidos a2 SNC. En ¢l caso de una Terapia Génica global ox vivo se

~. Ll mavor

s madificadas sendlticamente a SN

ticne como alternativia ol transplante de céluls
problema que se presenti aqus. os que se ha visto que las células transplantadas no emigran
del sitio del transplante, 1o cual impide unag transterencia xlobal al SNC. Otra alternativa es
el uso de celulas hematopoyeticas modifrcadas genchicamente. ya que ciertas ceiulas del

4 ¢ incluso, Cicros procesos

SNC. conovidas como mcrasgha derivan de la medula os.

ilica hacia cl

patologicos incrementan su migracion a través de @ barrera hematocncee

SNC. Estas celulas qQue parecen tener su origen en la linea de monocitos/ macrofagos,
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ruidas on todo ¢l corebro,

represcentan 15% de la poblacion colular otal, s¢ encucntrian dist

aunque su conceptracion mavor s cn la omateria Qs Algunos investigsadores han

s neurepaticas con madelos

Exobic

demastrado beneficios terapeuticos en onfermedades e

NATOS v operrus. ES por osto gque pxedemos considerar a la

animales gque incluvern raton
COMO una opion real

transferenceia de vectores mediada por celulas il hematopovetue

tar ciertas cnfermediades neuroloRicas?

paratr
Lo vectores ompleados on la Terap Genicd nearanal son 1os va conocidos: dentro

virus adeno-asoctidos w herpes virus,

de os virates s¢ooncuentran retroviiuse adenovires

EStos ullimos. por scrf neuroimapeos somn dos mas utilizados v ban sido cmpleados con e
cerebraltis Sin

para cxpresar 2ones on corebro de raton despuces de una invecown intr.
¢ o citotoxicos, ¢l

ctores recombariantes del vivas Horpes sanple

embureo, varios Jde los v
numeroe de colulas transduchdas oy pogueno v esties colulias solo se encuentran adyacentes al

ivn. Dentro de 1os sastemas Jde transtferencn no o virtles se o cencuentran

o de da inved

s, 1OS CLBles suricron como una alternativa

liposomas, plasmidos y conjuiados moleculs
Pucsta mmmnne™*,

Ales Ccomo es L

ASOCHIAOS Con vectores vi

para resolver problema

. Modclo de Yoerapia Génlca Dirccta a2 SNYC

Sindromec dc Lesclr-Nyhfia

ano por L deftorencia on la expreswon del gen que

Este sindrome os causado en el hun

codifica para la hipoxanting uanina fosforritaonsil transferasy (HPRTY. Se caracteriza por

Coreoatetosis, hipeuricemia, retraso mental v oun compaortamiento pecaliar autodestructive

involuntario. [os ¢studios realizades sobre esta cnzma v ola enfermedad que causa su

duconcir, han contobusds e ung o narcra importante al desarrollo de muchos de los

primeros conceptas on CTerapia Gemicd. De hecho, ol en de HPRT fuce ol primer gen

terapentico humano transferido a fa medula osea de un raton'=5,
Existe evidencia de gue este desorden ostid acompanado de alteraciones secundarias en el

rutas bioquirmicas responsables de la

v deficiencias en la

mectabolismo de las purir
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biosintesis del ncurotransmisor dopamina; aunquc ¢sta relacion aan no sc logra comprender
bien. A excepeidon de una reduccion en ¢l numero de sitios de entrada dec dopamina, no se
ha cncontrado otro tipo de defectos estructurales en ¢l cerebro de pacientes con sindrome de
Lesch Nyhan, Ademas, con excopoion de la hiperuricemia. responsable del dano renal,

tampoco sc han cncontrado acumulaciones de purinas u otros mctabolitos en ¢l cerebro!2s,

12 transferencia xenica 71 vavo ha utitizado principalmente Jos vectores virales: virus
Herpes simplex tipo 1 (HSV-1), adenovirus y virus adeno-asociados, por scr capaces de
infectar cdlulas en estado latente. Los HSV- 1 =on bucnos candidatos va que pueden infectar

necuronas con gran cficiencia. En especial los mutantes det 2en temprano inmediato 3 (1E-3)

POr cXpresar powvos Senes virales y tener una replicacion completamente defectuosa son los

mas uatiles para la produccion de vectores de  transferencia genica. El ultimo vector
construido VPle, ¢s incapaz de transactivar la expresion del gen 1K pero si de replicar,

s vopias de IR y

depvandose de ol dos clases: 14HDE3 la cual presenta delecién en amby
1850042, que ticne una delecion adicional en el gen temprano Ul42. Como s de
suponerse. ¢ste uitimo resulta ser menos toxico aun quc ¢l mutante 1E-3 con una sola

delecion, ddemas osta Jdoble delecion incrementa su habilidad para mantencrse cn las

células infectadast-v.

En ¢l caso de adenovirus, alxunos investisadores han logrado infectar ncuronas en un SNC
adulto con adenovirus humanos as) coma demes. rar una expresion transitoria  del gen de
HPKT de riata empleando os108 virus como vectores ¢n monos'+Y, Aungue oste sistema poscec

s de expresarse efivientemente, obtenerse una produccion elevada de la proteina v

las venta

otras mas ya mencionadas con anterioridad, taminen tiene la desventaja de inducir una
respuesta inflamatoria on ¢! Orkano infectado v otras respuesta inmuanes por 1O que no sc ha
logrado establecer aun su utitidad v scguridad. Finalmente, los virus adeno-asociados a
pesar de su habilidad para infectar cclulias on cstado latente presentan una integracion no

Ademas los titulos que se obtienen de cstos vectores son

tan especifica como pensab
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stemas de produccion y mayor

relativamente bajos por o que s¢ requicre de mejores s

investigacion respecto a su sexuridad? <,

ta transferencia Qenica ox viave os otra alternativa para el tratamicento de cste

de HPRT por alteracion en la expresion del

desonden. Se ha intentado corregir la deficienc

neurotransmisor dopamina., por o que se ha trabwado en la fabricacion de genes

actor de crecimicnto nervioso o

terapéuticos que codifiquen para factores, como cl

compuonentces del sistema neurotransmisor de dopamina. Estos xoenes han sido introducidos a
cultivas celulares y posteriormente las Celulas son transplantadas a un sitio apropisado en el

SNC para que restablezean la funcion requerida ir vrvo? 7,

téenicas actuales de transferencia

Ex de suma importancia establccer cual de todas lax

Mos neuraloRicos on entfermedades del SNC v en

En es [a mas util para corregir Jdefe

particular en el sindrome Jde Lesch-Nyhan, El mavor obstaculo para osto, on el caso de este

s de los defectos

sindrome, es la escasa anformacion que sc tiene sobre la patogenes

neurociogicos que s presentan. Un cliro eiemplo de este problema fue ¢! transplante de

medula osed que se levo a cabo (e un adulto humano). con cdlutas HPRT positivas,
pensando que éstas padrian poblar parte del SNC con microxrlia HPRT-positiva, interactuar
con neuronas deficientes y ass correxir ol defecto bioquimico por cooperacion metabofic

e de médula osea on ¢! pacicnte con ol sindrome

Desafortunadamente, aunquce ol transpl

nto ningun avance neurolodkico signiticativo'~

de lesch-Nyhan fue un cxito, no se¢ pro

De esta manera podemos concluir que ol sindrome de lesch-Nyhan aunque s un

s Jde transferencia kenica. por  tenerse bicn

maodelo para ol desarrollo de teen
caracterizado cual os el defecto genico que o causa, presenta serios impedimentos, el

cion cntre ¢l nivel de

principal de cllos o5 ¢l povo conocinticnto que s otiene de la o

nico v los efectos neuropatologicos resultantes. Aun hay

caracterizacion del defecto

bt

mucho por saber, antes doe poder establecer una Terapia Génica definitiva para este

sindrome 27,
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ENFERMEDADIS ADQUIRIDAS
Ll termnno Jdoe Terapia Gened tue empleado arpanalmente pira describir tratamientos

dos g desordenes Senceticas que consistian on reemplazar of gen defectuoso por su

contraparte normal. Sin embarso, s investigadores han cncontrado on esta ferapia un
amplio ranxe Jde aphcacron en otras arcis. (que incluyen cancer, enfermedades infecciosas y

transplantes, por 1o cual se ha requerido ampliar ¢] concepto de Terapia Génica para incluir
s.

ert éste a todos Jos tratamrentos quo involucren una alteracon xenctica Jde las céluali

CANCER
Durante las dos ultimas Jdécadas ha habhdo zrandes avane

en ol conacimicnto del

provesa de desarrolio del cancer, demostrandose quie ol cancer iene bases genéticas,  Esto

prevenirlo v darle un tratamiento adecuado. Por

ha ofrecido nuevas oportunidades par
ciemplo, ¢l hecho de conaver a tiempo, la predasposicion gonctica a cancer de ciertos
ambios en ol estilo de vida del sujeto o bicn ¢l evitar su expuosicion a

individuos permite
un diagnostico a nivel molecular

viertos ambientes (hurmo del cigarro por cjemplo), adem

permite un pronostico mas preciso!
A partir de estos conacimicntos. los oncoloRos han podido utilizar terapias mas especificas,
asi como desarrollsr vacunas genicas.  Hno de los avances miis prometedores, lokrados o
neer, os L posibilidad de emplear a la Terapia

pantir del conovimiento moiccular del o
destruir selectivamente @ las células tumorales. Por cjemplo, fa perdida de

Génica pura
¥ que han

2CHCS COmo A -1

rxpresion de oncy

KCACS HMTOr- sUpresores corna 5% v L sobe
sido identificadas en un <ran numero de tumores malignos, se han corregido. En ol caso de

indo una copig de este gen en jas celulas tumorales deficientes el omismo.

SETIEYS o

4
provovindo L rmmucrte de

estias cdélulas, 1 sobrexpresion del oneossén k-ras pudo ser

n antisentido, cuyo transcrito sc

integracion de un

nético mediante

bloqucada a nivel
Hee ospweciticgrrente ql KN el oneoeen. chiminande su capacidad para producic sn
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proteing. Estos son ciemplos de algunas de las estrategias basadas cn Terapia Genica para el

neer. Otras de ctllas sand

tratamicnto Jde o
e Incrementsr Lo mmuanogenwcidad del tumor, introduciendo genes gque codifiquen pani

ATHINCITOS IFHITUNCRCITOS
ntc la

mmupnes, por cjcmplo med

e Potenciar 1o actvatad anttamordd de s cclulas

citoewinas,

introduccion de Renes que vadifiquen pa
bles ¢n el tumor, como los Renes que codifican pura HSVEk

e Insertar enes suicidas O sxens

Crmidin Cindasa GOl virus 2lerpes saennprlend.
nes antisentido

Bloaquear o expresion de oncogenes mediante aointroduccion de

(eiempio v mencion.ade)
s cetubas tatlol de Tos erectos toxeos de o quimisterapia, introducicndo genes que

= Frote

CORICRIN PCSEMCICI d LEIrTACO que se empleart.

INSerar Renes WUMer supresores (oo de jos cjemplos v mencionadas)

e Bloquear los moecdanismos modiante 1os cudfes Tos tumores cvaden o destruccion
mmunalogicd. por ciemplo intecducicndao el gen antisentido para ol que codifica el
mensiafc WGEF- 1 dmsulin ltke qrowth tactor 1)

¥ que estarn

Eliminar ccelulas tuamordles mnsertandoles senes que codifiquen para toxin

-
bajo ¢l control de un promotor tumor espectfico, por cyemplo of gen que cadifica para la
cadena A Jc la toxina difterica.

La Terapia Gemca ha presentado un rapido avance, especialtmente en el campo de la
oncolomia (fix  4.3). Esto se debe on parte a4 que las celulas tumoriates pucden ser

mampuladas  cx ey mieniras aue los tesdos afectados de andividuos con otras
a facilidad. Ademas, la terapia que

Rencticas Kencralmente no presentian os

cnfermedade
intericucina 2 dL-2)

utiliza genes inmunoestimubisdores como oy que codifican pa

neert’T,

pucden ser empleados cn diferentes Hpos de
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FI numens de pratos clos de Torapia Gonica sprobudos por o] KAC s ha oo rementado
conude rablemente desde el primer prstos oio aceptado cn B Hasta diciembre de 1008,
halna 35 protaaolos aprotados en los L E7 0 0O de los cuales wit Iratamicntos contra cances.

Los protocolos chinicos actuales de transferencia genica on cincer pueden ser divididos ¢n
enico vy {os que su proposito s la Terapia

aquétlos que tenen Como proposito ol marcd e

A estos Bltmes son a Jos gue se onfova esta tesis. En los primeros las oclulas

Genica®
transducidas sirven como marcadores. on un intento por entender [a bioloxia del cancer o
de la respucsta def orwanismo a2 oste Hipo de oclulas. Estas oélulas loxran ser detectadas
Reaction™), donde una

s muy sensibles como PCR (*Polvmcerase Chain

mediante tecnic
celula marcada pucde ser detectada en una poblacion de 100,000 celulas no modificadas =%,

vairon Hnfocitos tumor-infiltralivos  (TILS),

ut

uno de Jos ostudios realizados,

marcadas gencticamente. para conover ¢l destino de linfocitos antitumorales reinfundidos

en pacientes bajo tratamiento contra melanomas malignos avanzados'*. Con cste método,

1 8 semanas v ¢n biopsias Jde

se detectaron TIL's continuamente en circulacion durante
NO se presento evidencia alguna de replicacion del virus en jos

tumor, por mas de 64 d
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1 POCo de infeccion retroviral en dichos pacientes. Es asi como cste

TIL's transfundidos, ni
para la investigacion mas

. sc ha convertiddo en una herramien

tipo de transferencia genic

que para la Terapia Gonicit ¢n s
For otra parte, los ostudios encaminados a la Ferapia Genica han dado como resultado

Estas pucden ser divididas on dos xrandes categorias

distintas cstrateQias a0 seur,
tamicnto, ¢ de correxkir Kendéticamente las

dependiendo Jde cual sea el proposito del

cclulas tumorales © bicn, destruirias!' =,

La terapia sonica cormectiva s poco factibie, debido a la naturaleza de evolucion del
fenotipy mahixne va Jque la mavor parte de las celulas tumorales presentan muaitiples
mutaciones antes de ser clinicamente evidentes.  Estratexias como ¢l reemplazamicnto
LKENICO O la estratexta antisentido, gencralmente actuan celula por cctula por 10 que no

Keneran una protoccion sistémica contra ol tumor parental.

For otra parte, la Terapia Genica citotoxica parcee ofrecer mejores  resultados quce la
aunque requicre de sistemas de transferencia s ovsvo que Heven e! gen

n embarkoe, su capacidad pucdce verse incrementada si

correctiv

terapeutico a cada célula tumoral. S
el gen terapeutico cadifica para un praducto que logre mediar ta mucerte de células vecinas
no transducidas. fenomeno conocido come “efecto circundante™. Genes que codifican para
. por cjemplo

enzimas capaces doe activar un pro-farmaco toxico son de especial importanc

la cnzima ISVt activa ¢l pro-firmaco ganciclovir provecando la muerte de células

Q8 toxicos

s transducidas, posiblemente debidoe a fa transferencia de metabo)

cercanas

entre cclulas! 1,
it Inmunoterapia aunque pudicrd ser considerada como citotoxica, se refiere a4 una

terapia bioldwica basada on una inmunomodulacion genctica, que estimula los mecanismos

de defensa natural det huésped encargados de mediar la regresion del cancer, Como s¢ sabe

las células cancerigenas pueden ser vulnerables al ataque inmunologico via:
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Maodificacion antigénica Je fa superficie de células tumorales, cxpresando una proteina

extrana (viral o bien un antiscno del MHCO)
Madificacion de la respuesta mmune mediante fa introduccion de genes que codifiquen
citocinas, factores de crecimicnto, ¢tc. en las celulas tumorales'#n.

inmunec antitumoral le
e superar on cualquicr sistema de transferencia

Cste posee

Una activacion de la respucesta transficre a los componentes del

ciles d

sistema inmunc fos problemas mas Jdi

Una vez activado ol sistema inmunc,

amplificacion de la

disenado, la exactitud v la eficienci
importantes como son  cspecificidad

propicdades sumamcente

respucsta o,
Aungque durante mucho ticmpo la inmunoterapia
la tranxferencrt genica ol nteres por

resulte sor cfectiva solo contra

¢ste Hpo de

meclanoma y carcinoma renal, gracias
la produccion de vacunas

terapia ha resurgido. Actualmente varios Qrupos investgan

celulares autdlogas para ¢ tratamicnto y prevencion del cincer.  Esto se logra moediante ia
nie que se cditivan o viro y se les insertan genes

s tumorcales del paci

removcion de célu
inmunocestimuladores que cadifican para citecinas o moléculas del MHC?

Estas células

son reinyectadas en ¢l paciente en un esfucrzo por inducir una respucsta inmunc sistemica

quc destruva las celulas tumorales v a L vee vacune al pacicnte contra un tumor recurnente.
s produce una

S ha demostrado que la vacunacion con celulas que producen citocin

inmunidad sistermica en ratones y gque o alteracion de tumores singdnicos con goenes que
codificarn para iL-1b (L -2, (L4, [L-6,. INFa, 0 [F-g provoca una destruccion inmunojosiica de

las cclulas tumorales w1 vievo. For cHo, varios ostudios de terapia ¢n humanos han sido

aprobados. E£n estos, los pacientes reciben odlulas tumorales autdloas o aloxenicas
-2, TN 0 GM-USFD 8¢ han

madificadas sendticamente Hevando genes que codifican
emplcado en ¢! tratamicento del melanoma . carcinoma colorrectal, carcinoma renat celular,
dn a csta técnica es la insercion de los

Una modificac

ncuroblastoma o cancer de mama -,
tles son puosteriormente mezclados con células

genes a fibroblastos autdlogos, los ¢
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tumorales ircadiadas y reinyectados. Esta moddificacion presenta la ventaja de que lox

fibroblastos crecen mas facilmente 772 vigro Que las células tumorales,

Tambicn sc¢ ha intentado modilicar genctiwamente a los linfocitos

. los cuales ticnen la
capacidad de penctrar ¢l teyido tumori! (conocidos como TiL's infocitos tumor infiltrativos),

de hecho muchas estratexias para Terapia Genica himana esperan explotar esta propicdad
Para cnviar citocinas dircctiamente a lias masas tumorales, Sc picensa que la secrecion local
de citecinas por ol efecto de 1os intovitos T increment

su actividad antitumoral evitindose
asi, los ctectos colaterales que s presentan cuando se administran las  Citlovinas
sistematicamoente. Sin embaro, los hintocitos T son dificiles de transducir con vectores

retrovirales v ticnden a disminuir ia expresion del gen que codifica para la citecinat??

Y finalmente., otra estratexina cmpicada es la inmunizscion  zenica  que  consiste on
inmunizar al mdividuo contra un antikeno cspedifico de tumor clonado, mediante la

transferencia 7 vivo v expresion del zen en celulas musculares! <0

Sistcemas de Transferencia Génica Los sistemas de transferencia que se

cmplcan actualmente en cincer con mas frecucncia son plasmidos, retrovirus y adenovirus

recombinantes. En la tabla 4.2 se presenta una comparacion de estos  sistermas  de
transferencia v sus diferentes propicdades.
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T 1 SISTEMA DI TRAMSITIRENCIA CGENICA
PROFIEDADES FLASMIDO T TTTRETROVIKAILL i ADUNOVIKAL ]
DEL SISTEMA i g
Transtcrencia Xonica AMuv inciiicntc 4 menos Y UAlts chicicniia aunquce
cx vane quc w utilice como } Hicn loxrads ’ sin iRl racion
i

acarreador ur advnosirus
Rucni <o~ invecta i Mayor chicwncia
f mediantc implantadwon

1 antratumoral

Transfcrencia Xénive dirrvtamente ol tlumor v

forma complcio con

" i

t Lipadars cationicn H
Eficicncia dc la —[ Transfeccion bupa " | o ko de (077 mi 107/ mi. No requiere |
transfervncia en doeprosttos pedguesios | requicre celulas on de daviston celular '
; |
Teviddes eapeaitios o T T parcrat de H

fumor Capraitiod con taespuc efiontad on et

L.

R (it RS SN S

Expretsion scnnea ;
i promotores ol vector
Estabilidad de s Transitoria, bajs AUNJUE (v FTa INTegra- No hay integracion ]
expresion frecucncia de integracion vion, pucde prrderse el PNA s« prerde on
, la expresion sn v poblaciones en diviaon ’
Kemota prrabalidad de Faables viruas « ooperado- Nxpresion Je gones
Neguridad mutagenesis por | rwmutageness por virales, poubles virus }
j tnacroon i nwrvion coupe rudaores
TABLA 3.2

N SISTEMAS DE
CANCER

PROPILDADES DU LOS DIFPERILNT
THRANSFERENCOIA GENICA EMPLEADOS L

Estratcgias de Terapia Génica o Cincer
Inmunoterapia. £l primer intento por modificar células tumorales in vivo fue

mediantc una inveccion directa de liposomas « on ol gen que coditica para of antigeno HLA-

Tres pacientes fucron tratados con

celu

B7.cl cual induce reaccion inmune contra os

esta terapia, incrementando las dosis de fiposomas., {Ino de cllos desarrollo respuesta

inmunc tanto contra celulas de melanoma tratadas como no tratadas con liposomas' ™Y, Estos
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resultados Hevaron a pensar on un posible tratamicnto de vacunacion contra cierto tipo de

nidades (ver Inmunoterapia pax 183,

Genes suicidas. Ot categorid e Terapis Gerica part cancer implica la
madificacion de las celulas tumorades puea potenciar su respucesta a {a quimioterapia.  El
= mediante ¢l

s malizren

fundamento Jde osty ostratexnt os inducie g mucrte de las celuls

metabolismo de moléculas toxicas o Ia activacion espectfica de profirmacas, dentro del

tumort*. Un cjemplo de Ia misma s ¢l xen saicnda Jdel vieus Herpxes sonprfox,
mencionado con anterioridad, que codifica para una hmidin cinasa (1k) hacrendo tas células

das

s transf

1sos. las celul

Ranciclovir, En o la mavorta de Tos

tumoriiecs susceptibles
tir posibiidad 8 invectar

son admimistradas . localmente . on tas  tumor
intracercbralmente ¢l vector retroviral v opara ioxgrar un numero de particulas suficiente,
emplcar Ia jfinca celulsr productora de retrovirus (VEC's) % Esto nos da Lo ventaja de que

los retrovirus ne puedan transfectar celulas que no se esten dividiendo (neuronas en buen

estado), por 1o cual con ta adminstracion de ganciciovie s elirmnan solo celulas que
un

de L) dejando gl tejido sin omi

vonticnen ol gxen & woclulas tumorales y productor:

daro. En algunos casos una crradicacion completa del tumor se obticne con salo 10-20% de

celulas tumorales transducidas, sracias al efecto circundante 2",
Dcebido a que la cficiencia de este sistema ha sido demostrada on numernosos cxperimentos
o,

animales y que 1os pacientes con tumores cerebrales recurrentes ticnen un mal pronaos:
s¢ inicio el estudio clinico en humanos, cn los Institutos Nacionales de Salud de Estados

dos en cste estudio

Unidos ¢n diciembre de 1992, Cada uno de los 12 pacientes impli
recibicron inyccciones multiples de VPC's en tado ¢l crecimicnto tumoral.  U'na semana
Jespucs comenzaron a recibir dos infusiones intravenosas Jde anciclovir diarias durante 14

toma recurrcnte

s observaciones preliminares de 8 pacientes que tenian Qliobl

dias. En
multiple o tumores metastasicos, cinco de ellos mostraron cicrto xrade de respucsta
antitumoral sin ninguna cvidencia de  toxicidad. Estos resultados han permitido la
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aprobacion de dos estudios chinicos mas, ambos inycectando directamente ¢l vector retroviral

Urn grupo inyectard dos vectores retrovirales distintos on cancer
G5

cn los depositos tumorales.
a mabiznidad, por cjemplo un gen p5

de pulmon adecuados al mecanosmo responsable de

¥ un xcnt antisentido £oras OHro Qrupo inycctari un vedctor que codifique para 1Py

Gnterferon gamtn)  dirvctamente 3 depositos de melanonta !
Genes farmaco-resistentes. Otra estratexta empleada es la proteccion del
tejido sano, por ciemplo meduante o modificacion gendchica de meduia osea Hormutl
a Lo quimioterapi Sc¢ ha demostrado ta posibrilidad de introducir

confiriendole resistenc
el gen de la resistencia maltitarmaco ) tendr ) on celulas allo, Este sen ha sido aislado de
celulas  tumorales en donde sy praducte bombea s hacia el exterior farmacos
QUIMOte rapeuticos como Joxorrubicirng, vincristing, anblasting, VP 0G0 VAL 26, taxol y
actinomicina-i. El problema que se presenta o que las cclulas tumorales que s¢
cncucntiren en médula osca tambien se volverin resistentes al fiarmaco.  Este tratamicnto

o aprobado para evaluar la protecaion que confiere a meduli osca de mujeres

clinico ha
que estan recibiendo altis dosis de quimioterapia para combatir cancer diseminado de

Mama ¥ Ovarios, 4si COmo pard picientes con tumores cercebrales?s
I wna terapia anhgeno sclectiva,

Tcrapia Génica directa. Cuando se Heva a ca

; s¢ depende totalmernte

Y3 SCH CONtra ONCoRenes o de i cxpresion de xenes (umor supresore

de una completa transduccon de tas celulas tumorales, va que s al menos una celula no es
modificada, csta continuara creciendo’ 8.

La tecnologa antisentido

bloagqueando  sclectivamoente  la

maodifica Ly expresion enie,

to o loxra mediante la

produccion de proteinas relacionadas con la enfermedad.
i1 se ha logrado fa inhibicion de oncogenes,

inhibicion dc¢ 105 mRNA v medinnte esta estrates

BPOPLosis, un mayor ctecto de lay guimio v radioterapia y la interrupeion de la

{a induccién :
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supresion inmunc. Clinicamente los olizonucleotidos antisentido han sido empleados ox
For cjemplo en ol transplante autdlogo de medula oseca en
En el

vivo, resional o sistémicamente.
Tos ohigonucleotidas antisentido avudan a purarios,

tumores sohdos o hematoloicos
caso de tumaores intracrancales avudan o minimizarc 10s ofectos toxicos colateratest .
prarte, son una ateactiva terapia a futdro, va que son capasces de

fas ribvwzimas gwar su
fica v Jdexradartas, por ello su efecto puede

reconocer moleculias de RNA de una célula espre
Un cjemplo os la inhibicion de la expresion

scer mas duradero que el de olipconucicotidos.
del sen mdr- 7 en cultivos celulares de mesotelioma por ribozimas especificas: *7,

ratamicntos Clinfcos parzsy Cincer Aprobados por cf RAC

En base g los resultados obtenidos on 1os ostudios vl mencionsdos, existen varios
tratamicntos teripeuhcos Yoo aprobados en humanos, on los cuales los pacientes son
invectados con coelulas tumorstles modificadas sencticamente, va sea autologas o alogénicas.

Algunos de estos teatamientas, ast camo ¢ numere de Instituciones en tos Estados Unidos

proceso de

que va los aphean ~s¢omoenaionarn o la tibla 4 8
cancer o cn

Jde Terapia  Genic

para

aprobtidos
de linfocitos T, cdlulas tumorsties y

Los  protocalos

aprobacion, incluven 1a modificacion Xenica v o
s tecnoldicos que va s¢ tiencn,

celulas tallo 1o cual no representa prroblema con las avanc
El abstacuio a superar on este 1ipo de Tempia Génica como en otras, ¢s el discnio de sistemas
de transferencia con mayor precision v oeficiencld, sobre todo on of acceso a4 Jos depositos

fulas tumorales. Hasta ahora, 105 Unicos vectores que ticnen

primarios © metastasicos de o
esta propicdad son los retrovirales, por 1o que se debx poner un mavor cmpens on ol control
una categoernia ospectfica de

de su ciclo replicativo para pador rostringir sy tropismo
curoe v eficiente.,

células tumorales v de este modo. lograr un vector mas se
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No. de centros

Tipxy de cancer Tepdo
participantes

Tumores cerebrales Células tumoraics HSVIK- €
células tumorales 1GF-1 antisentido 1
HSC's MDR- 1
Cancer Jd¢ maina fibroblastos s - T
HSC's 2
Cancer colorrectal céluias tumonraies z
fibroblastos [IL-2 oL 2

cetulas tumorales SHLA-B7 y b2 omucro-
f globulina: 1
Nclanoma maligne celutas T T i
celutas tumaorales 6
fibroblastos -4 T
células tumorales intertervn g T

células tumaorales molecula coes-

timulatona Jde 87 1

células tumorales HLA-B7 0 HLA-RT ¥
bZ-microglobulina® z
Neuroblastoma celulas tumorales [[%53 [
Cancer de pulmon CeTulas tumoraies RASS antisertido 1
| p33r sitvestre 1
Cincer de ovanos TSCs NDK-T 2
cclulas tumorales HSVIk 1
Carcihoma de celulas Células tumoraies L NS PRy 3
renales Abreblastos RIS 1
Cancer Jde puimon celulas tumorales i 1

Tumores soltdos Células tumorales [TNATET v b micro-
d 1

*HS5Cs, cetulas tallo bematopoyeticas

Mcodiante Teeapia Gensca s v

xhobulinar

TAHLA +.3
TRATAMIENTOS PARA CANCER EMPLEANIXY TERAFIA GENICA ATROBAIDOS POR EL RAC!HT
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SIDA

Con el descubrimicnto de que ¢l virus de la inmunodeficiencia humana (HiV) os el

causante det sindrome de inmunadeficiencia adquirida (SIDA) L1 investigacion se cnfoca al

entendimicnto de los mecanismos det ciclo infeccioso viral ¥y a su patogénesis. Este ciclo vieml
se encucntra ilustrado de una mancra sencilla oen da figura 4.5 Bl estudio de dichos
mecanismos ha pormitido identificar alxunos blancos moleculares para ¢l desarrollo de

antiviriales que incluven inhibidores de la transcriptasa ceversa, competidores por los sitios

de entrada viesles a la celulal vacunas, inhitndores

de proteasas v el nuevo zrupo de los
antivirales genicos. Estos antvirates dificren e los tradicionales psorque son transtemdos

como INA o R

fectan su

A en las celulas v blancos intracetulbares va sea en la

“w
temprana el Ciclo infeccioso (Gue comprende desde la penctracion del ovirus a ta oocluta

hasta i ~obrelapamicnio que pres

chta SU Zenoma despucs deo ser transcorito) o on fa fase

tardia (a1 partir de L traduccion Jel genoma viral hasta b sadidi de la nueva proenie vieal,

ver i, 4.5) Ademas, ofrecen la vent:

ja de poder atacar al virus simultancamente en

diferentes toci minimizando su poder de resistencial ‘<ot

P rnuevas estrateias desarrolladas

con estos antivirales pucden cncaminarse i la inmunizacion intraceiular, donde la finalidad

es conferirles o las células resistencia g la replicacion vy expresién viral vy limitar 1a
disemmacton del viras on el andividoo infectado, o bien a4 una ostratcgia totalmente
inmunoloica, donde se trata de potenciar la inmunidad  antivieal  usando  celulas
Keneticamente madificadas que expresen productos xénicos virales para inducir la respucesta

celular inmunc? .
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L ié Intracclul. Esta estralegia pucde cmplear tres tipos de

moléculas: dcidos nucleicos, 1os cuales compiten con ¢l DNA viral (vINA) por los sitios de

cnlace a4 protcinas rexubadorts esencales pues HHYD proteinas intracclulares, las cuales

compiten o interfieren con las funciones virales sormales; y toxinas o moléculas téxicas que

climinan célutas hucesped que se encuentren infoctadias por el virus'™. En cada uno de los
casos mencionados ¢l beneficio terapeutico recibido estara determinado pores
e ¢l gen antiviral clegido
e [a expresion intracclular alcanzada v su estabilidad
e ¢l sistema de transferencia
e cclulas ¥ tejidos banco
ey la localizacion Jdel pristucto qenico en el compartimento celular apropiado
Una cuestion importante os que la estratesia no debw wor afectada por 1a variacion genética
del virus'?,

Estratcgias basadas en acidos nucleicos En este tipo de estrategias sc
utilizan supresores basados on RNA como son senuclos de RNA (“RNA decoywsT), ribozimas v
Kenes antisentido.

Los senuclos de RNA sOon poguenas secuenos

s dde RNA gue compiten con tas RNA virales por
clenlace a proteinas reguladoras de HIV que se requicren para la replicacion del virus como
son tat y rev. A diferencia dae las mibozimas o Jlos RNA antisentido, los senuclos de RNA

PATCCe SCT qUC IO 5S¢ Ve afed

ados por la variabilidad del virus debido a2 que su blanco son

sccucncias aftamente conservadas. Lo actividad antiviral de pequenas secucncias TAR fuce

probada m virro usando un s

tema de tran 1 retroviral, La replicacion viral en

lincas celulares humanas que cexpresaron ol seauclo TAR s¢ redujo por mas de 30 dias'se,

Similarmente se presento una inhibicion prolongada del virus al cxpresarse el senuclo RR

sin embargo, este ulimo ha mostrado ser mas cfectivo on fa prevencion de la replicaciont4s,
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£l problema quc se presenta con ¢stos senuclos ¢s la posibitidad de que factores celulares sc
asocien a estas estructuras y scan secuestrados on células con una sobrexpresion de sehuclos
de RNA. Por esta razon 10s senuelos derivados de RRE tienen [a ventaja de corresponder a
un dominio de cnliace minimo de solo 13 nucleotidos que no se asocia con factores celulares
y es capaz de blaquear ta actividad de rev sin unirse a factores celulares? 42,

Otro de los supresores utilizados en Terapia Génica contra SIDA son las ribozimas que han

s especificas del RNA viral v de osta mancera

sido discnadas pari unirse vy cortar secuenct,
inactivar varios xcnes al mismo tiempo. e este modo aunque s¢ perdicra uno de los sitios
wura fa inactivacion del RNA viral., El primer

de la ribozima debido a mutaciones, se as
estudio 7r7 vitro con ribozimas contra HIV, empled ribozimas dirigidas contra la secucncia
L obtenidndose hincas celulares resistentes a0 vanos HIV aislados vy wuna  actividad

inhibidora considerable por mas de 35 dias'*Y Calxe hacer notar que la ribozima actaa tanto
£-3) como on ) RNA del HIV entrante

ntetizado o novor (fig, 4.5, Rz-2 y

a nivel del RNA s

fig. 4.5, R= 1),
Los genes antisentido producen oligonucledtidos de RNA que se enlazan a su RNA blanco
. Paso

inhibicndo la traduccion o bien inducicndo la degradacion de RNA's duplex (Fig. 4.

pucden ser introducidos en la fase temprana

TO). Tanto RNA's antisentido como ribozimas

a2l RNA ontrante antes de que s compicte fa

de la infeccion v oactuar enlazindose
transcripcion reversa.  Comao durante la viremia del HIV, ¢! numero de particulas que
woaplicada onoeste mormento, durante

ponetran ol colula os bajo, oo s ctectiva La estrate

la fase temprana. Esto fue demostrado sz vivo utilizindose oligonucleatidos antisentido.
ademuis coxiste cvidencia también de la eficiencia de moléculas antisentido agregadas
s, ¢n una infeccion aguda on dosis 10 a4 100 veces menores quc las

tempranamente a cclula
requeridas en cultivos infectados cronicamente 44,

Existen tres factores intracelulares que afectan la funcion tanto de ribozimas como RNA's

antisentido y son: la co-localizacion del blanco y moléculas efectoras, estructuras
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sccundarias del RNA blanco y los enlaces RNA-proteina. En el primer caso sc conocce poco
sobre las condiciones intracelulares que ticnen influencia directa ¢n la formacién del duplex

cnte s cneontro gue para alcanziae SO% de

moleculs efectorasblanco.  En un ostudio ro
hibridacion de los RNA sentido se requicre de niveles 600 a 2,800 veces mas altos de los
RNA antiscntido. Ademas oxisten compartimentos celulares por o que, no existc ninguna

Rarantia de que ¢l blanco y los RNA's efectores s¢ dirjan al mismo compartimento

celularts*. por ¢tto s¢ han implementado metodos que dirigen tanto blanco como ribozimas
al mismo sitio subcelular! o,
Las estructucas secundiarias del RNA blanco se refieren a un doblamiento fisico que impide

el enlace o corte del RNA debido i que ostos sitios de enlace se encucntran cscondidos en Ia

molecula. 8¢ han empleiado programas d¢ computacion que simulan las estructuras

secundarias que probablemoente s forman, sin crmbargo, no s¢ sabe mucho acerca de que es
10 gue dotermina 1a formacion de estas oStructuras 77 viveld 47,

También dentro de las celulas, los RNA's s¢ encucntran unidos a ciertas proteinas, en ¢f caso

del 11UV, muchos de sus RNA'S rexuladores se encuentran asociados a estas proteinas. A

pesar d¢ gue no existe evidencia directa de interferencia, la union de estas proteinas al RNA
viral pucde cambiar Ly habilidad de las ribozimas y los RNA antisentido para neconocer sus

blancos. Esta influencia on o actividad  de las ribozimas  ha  sido documentada

recientemente. por o cual s importante la caracterizacion de estos sitios de enlace para
HNevar a2 cabo una scleccion adecudada de los blancos a alcanzar tanto por los RNA's
antisentido como por las ribozimas' **,

Estratcgias basadas cn proteinas  Otra de las estrategias utilizadas para la
inhibicion de la replicacion del HIV s¢ basa en la expresion de proteinas del HEV alteradas
quc tiencn un fenotipo transdominante mutado (TD) y gue compiten con las protecinas

nativas virales dentro de la célula.  En gencral las mutantes TD tienen alterados sus
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dominios funcionales, pero conservan sus dominios de cnlace. Alqunos cjemplos de cstos

mutantes son las formas alteradas de wyw, v, roeyvy Lasft
N, ¥a ue como se esperaba limitaron

Las formas mutantes T Je gy resultaron e ciecty
1 interferencia on ¢l correcto ensamblaje del “nucleo” viel

la replicacion de HIV mediante

incluso con una bapa expresiont St emibuargo, e han presentado dificultades en la
prescntes en la secucncia de

estabilidad de estas protemas debido a los multiples clementos
El

Los mutantes Tat han mostrado ser cfectives solo en niveles altos de expresion '8z,

RETCEIN
tmente basta Ta fecha es [a proteina mutante de rev

mutante T mas avanzado expenment
conacida como revA 1O, oste reticne dos de las funciones Jder sy habilidad para unicse a RRE

en ¢l xenoma viral v su habilidid para formar mutimeros de e, pero es ncapaz Jde cjercer

srreat

ATwvirales ded nudleo al caopls

su papel regulador en ¢l transporte de K
imitan la rephcacion del THY utilizan variantes D4 que se unen y

Otras cstralexias que
wn de un xen celular

Jos vicones dentro de g celutattt o bren la expre

secucstran
interferon  inducible cuvo prodiacto s une it RRE interfiriendo con Ll funcion de eyt 22 tna

estrategia mas s¢ basa cn la utilizacion de anticuerpos antracelulares que secucestran las

proteinas virales o bicn que se unen a la envolturs del 11V

Estrategias basadas cn toxinas o moléculas téxicas las toxinas
de otras

Woprreventr Lodiisemuritcion del virus, A Jiferenc

representan otra alterniativa pa
adas

T s celulas, de heche, destruven las oélulas info

CStrateias, Lis toxins o prote,
previnicndo Jde esta manera b hberaoion de la pposene carals Pnocjemplo dasteativo es el

es una potente irhibidorn Jde

difteria A (IYT-A) 1 cus

Xen quoe codifica para i1 toxina Jde

la sintesis proteica on cclulas cucarnontes. En uno de los experimentos realizados (YT-A es
s adecuadas,

transferide a colula

colocada bajo ¢l control del LTR del 1V v ¢f qen inbrido o

La infeccion de ostas celulas mediante 1a entrada del virus prodactor de Tat provoca la

activacion de la toxina y la mucrte celulart™.,
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Estrategia Inmunoldgica El mas claro cjemplo de una estrategia totalmente
inmunoldgica es la fibricacion de vacunas basadas on dcidos nucleicos que implican una
transferencia Kericia directa de genes Jde IV en ¢ tojido de los pacientes, simulando una
infeccion natural v por consikuicnte inducicndo Ia respuesta inmune contra of virus. Incluso
plismidos cirvulares de DNA libre o bien vectores retrovirales son empleados para enviar

estos Kenes a tofidos blanco donde se sintetizan las proteinas correspondicntes, s¢ prowvesan y
MO se I favoreciéndose 1a

s¢ presentan on la superficie celular como moleculas
Daters derivados de diversos rmodelos animales y con

produccion de cclulas T citotoxics
varios xenes virales han confirmado que Limbicn se presenta una respucsta humoralt s,

FROTOCOLOS CLINICOS ACTUALLS
Hasta 1995 s¢ tenan va pavo mas de 100 protocolos aprobados on todo ¢! mundo
500 pacicntes.

o vy Terapu Génica aplicados on alrededor de

que incluyen marcaje
Entre los parses que utihzan chimcamente la Terapia Genica se cncucntran: Austria, China,

Inglaterra, Suiza y los Estados Unidos. En

Francia, Alemama, italia, 1os Paises Bajos, Suec
la tabla 4.4 s¢ mucestran HZunos de ostos peotovolos ya aprobados que incluyen Terapia
enfermedades hervditarias como fibrosis quistica, <

ddiversas

Genica para
Nhitas bLianco?!.

hipercolesterolemia familiar, empieando diversas o
For otra parte, enfermedades adyuiridas como cancer y SHDA, que representan mis de 30%

de los protovotos clineos on desarrollo, requicren de wna Terapir Genica que abarque:
regulacion de la respucesta inmune, eliminacion sclcctiva de celufas, inhibicion de oncogences
© cxpresiones virales y proteccion Jde os tegidos nocmales contra 1os ofectos toxicos de ia
quimiotcrapir. En Mexico, se han iniciado [0S primeros estudios ¢n este Campo, aungue aurn
se encucntran on la fase experimental: tal s ¢l caso del protocolo que s¢ ticne para una

ion de I Terapia Génica en cincer prostatico que se osta realizando en el

posible aplics
Instituto de Fisiologzia Celular de fa Pniversidad Nacional Autéonoma de AMéxicot 77,
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nicit, todavia no se producen resultados

A pesar de los avances en la Terapia <
Hay evidencias de la eficacia de algunos de ellas como es el caso de la Te

definitivos. apia

Génica aplicada a SCUIY ¢ hipercolesterolemia
sino  porque  tambidn

familiar. Esto cs importante no solo por

brindar una opcion mas de terapii, estimula una continua

investigacion hacia nucvos campos de la medicinat.



CONSIDERACIONES
ETICAS §#

estudiosos de la dtica se

cientificos v
y debaticron situaciones

Durante los sesentas y los sctentas Jos
entrentaron al nucvo concepto de la Terapia Gensea Hlumana
Estos debates siguicron dos COrricnics: por und prirte s¢ {cnn visiones ulopicas

ma ] medio Jde salvacion para tods entermedad ¢ imperfeccion

1 tenia una vision apocaliptica de L misma a cual
StoOnes clicas

abstractas.

de que dicha terapa

AeNEtica: micntras que Ia corricnte opues:
ofucian de las apvestigae one

¥y d

Hevaria al Ain de b humanidad e

sobre la Terapil Gentcd tuve sus bases en ol Codizo Nurembers, v fue carnquoecida por ¢t
Plan de Accion dJde Serviciaos Pubtlicos paea 1a Safudd de los Estados Unsdos on 198619 A
partir Jde oste ano ol progreso alcansado groacias a los continuwos debates Clicos y la
participacion nterdisciplinara v pubhoea, ha sido soeprendente. con excepcion de dos
casos, la investigacion v os procedimientos quie ba sequide la Terapia Genica humana han

stdo adecuados.
£l primoere de oatos casos s¢ presentd cuando o ciennfico americano Stanfield Rosers, al

observar que los investigadores que tratajaban con el virus SPV ("shope papiloma virus®)
. ftatento junto con Terhexsoen quien describio
2

manicnian bajas miveles de argining on sue
prresentaban hiperanzinemia

¢} caso, aminorar ol reiraso mental de 3 pacivntes que
anos y ofro paciente no relacionado) invectandoles el virus, Los
y fuc debatido oe da Prime

3

hermanas de 18 meses v
En 1071 coste

resullados obtenidos no fucron favorables!
A pesar de que aun se desconoe

<l riesgo

Conferencia Etica de Terapia Genica Humang.
de cancer gue presenta este virus, on 12 misma confercncia Ramsey y olros criticaron
n ya

fuertemente la injustificada accion de Rogers al tratar también a la nina mayor, qui
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padecia un retrase mental profundo ¢ irreversible, ademis de que s¢ considero esta accion
una violacion al requerimicnto de informar y oblener un consentimiento del votuntario,
previo a la experimentacion' ™.

Tiempo despuds, en 1980 Mereola y Clinet llevaron a cabo la primera ‘I'crapia
Génica humana intemtando tratar una B-talasemia mediante la transfeccion con fosfato de

calcio del gen de 1z B-globinid ¢n células de la médula Osca. Su protocolo carente de una

apropiada revision tanto ctica como cientitica, fue considerado premature y  criticado

tambicn. No obstante, ¢l trabajo de Mercola y Cline dio lugar a nuevas Jdiscusiones entre los
cientificos que tuvicron un resultado de suma importancia: el surRmmicntc de¢ Comités
intexrados por medicos, cicntificos, abugados y representantes puablicos que evatuaran s
sexuridad v los aspectos cticos de 1Os nuevos estudios chnicos ccncernientes a Terapia
Génica. Es asi como investizadores del Instituto Nacional de Satud de Estados Hnidos (NITD
forman cl N1l “Recombinant DNA Advisory Committee™(RAO) !,

£l grupo de trabajo on Terapia Geénica Humana, ol cual ¢s un subcomité interdisciplinario

del RAC clabore on 1934 un dovumento ilamado “Puntos a considerar en el discho y

Somitica Humana Celular™ (Foints to

somctimicnto de  Protocolos de Perap aGeni
Consider in the Destan and Subrmission of Human Somatic Cell Gene Therapy) . Estos puntos

reflejan ol consenso nacional ¢ ancluse anternacional on las Gireas mas  importantes

concernicntes b la Ferapia Genica Humana.  Los principales puntos de este documentol«o
son:

e Objetives vy razones fundamentales de la investigacion propucests

e Diseno dJde la investigacion, anticipando  cieszos v beneficios: i) structuras  y
caractensticas del sistema biologico. i) estudios preclinicos, iii) procedimicntos clinicos

deraciones de salud  publicas, v)

incluyendo ¢l rmonitoreo del pacicnie, iv) or

idades

calificaciones de los investisadores y suficiencia de fac
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e sefoccion de fos pacientes

e informe Jdol conscentimiento

e privacidad.
Este grupo de trabajo incluve: tres cientificos de luboratorio, tres clinicos, 3 &ticos, tres
alistas ¢n poltica y un miembro de la ley. Este documento

procuradores, dos espe
un miento por recopilar y resumir 15 anos de discusiones éticas, articulos,

representa
reportes v libros publicados en los E UL y Europa.

Fue hasta 1989 gue las autondades federales permiticron por primera vez cf uso de
un vector retroviral on humanos.  Este expenmento rcalizado on el Centro Chnico del NI
tuvo una total aprobacion ded RAC ¥y de su subeomite v consistid en inscriar o vivo un

52 4n0s de cdad con melanoma mahigno!*7,

marcador gencteo a Jos TILS e un paciente de
D¢ oste mado se demostro que la transfenencia Kemet podia ser serura. on caso de que sc

presentase alxun proviema tas celulas podicin ser retiradas del torrente sanguined v que los

TILs marcados gencticamente pucden ser ullizados para entendoer mejor como akican ostas
celulas al cincer. Finalmente cn 1990 fue aprobado of primer experpnmonto teeapeutico de
Terapia Genica Humana, A una paciente de 4 anos de edad con deficiencia Je adenosin
deaminasa ¢ le reanfundicron sus Hnfooitos T corregides mediante la insercion de una copia

Ashanti DeNilva. quien antes

normal det n ADAL Bl expornmento tuvo ol Exnte csperiado;
de ser tratada pedecia enfermedades sonas y persistentes Jdebndo 4 Que sd SIstema inmune se
terapa su respucsty o inmune  mnejoro

cncontraba delnl v muy detenorado, griac

*s nas tarde comenzo a Hevar una vida normai !

notoramente v mes
snica  dieron

Estos  procedimientos de evaluacion de los estudios on Terapia
confianza al lograrse oste resultado. En la actualidad, 10s nuevos protacalos son revisados
bajo los reglamentos sobre proteccion de humanos en la investigacion de Departarnentos de
s on el caso de E.U7. [os Institutos Nacionales de Salud

Salud y Servicios Humanos. Adem;
han anunciado que cualquicr experimento federal, basado on Terapia Génica que involucre
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DNA recombinante después de ser revisado por ¢l RAC, debe estar aprobado por ¢! NIH.
ionado por un grupo de

ste debe sor recibido ¢ inspede
nd Drug Administation™)

Previo a su aprobacion por of RAC,

trabyjo del RAC espreciabizado on Terupia Genica. La FDIA (“Food
que este os considerado un

DNA cn estudios humanos

tambicn reglamenta ol uso de

farmaco bPhologico!.
SO especHico de enfermedades neourniogicas, Juengst propuso normas a las

En el
Principatmente son 4 las consideraciones

cuales o3 investigadorss tienern que respondere,

traso moentat:

cticas dirixidas a prevenir o reductr ol

1. Fl beneficio clinico del pacrente

2. Una participsiuion voluntirt ¢on previa intormacion

del sureto de estudne

3. Una selecomon dded uact,
4. Una sexguridad biolosica al enfrentarse con la incertrdi mbre xenética.
ste sOlO pucde scr tratado si aun no presenta

squridad el paciente,
razon mucheos de los pacientes
O ninas. Las primeras

Respeecto o Lt s
implicados cn

un dano cervbral irreversabic, por csta
protocolos  de Teragua  Genica Humana  son recién nacidos
cucrdo al Instituto Nacional Infantil de

v Terapia Cenic

enfermedades candidiatas
fud v Desacrolle Humanos (NICHD), son: cntermoedades de almacernamienio lisosomal

some Ia deficiencia

como sindrome de Hurler O de Hunter vy desordenes det ciclo de la ured
Otras gque tambicn pucden ser consideradas debido a que

de ornitin rranscarbamilacy
causan retraso mental vl gon o responsabie Jde o enfermcdad yva ha o sido clonado son:
Lictasemia, enfermedad de Tay

han, homaosristinuria, .

- sindrome de lesch

fenilectonur

Sachs y adrenolcucodistrofia 77,
unda cotinrderacion ot trata de la plancacion de un proveso para obtener,

R
cuando csto sea posible, ¢! consentimicnto voluntario det nino, una vez que ¢ ha sido
ional para la proteccion de Humanos

explicada la razon de¢ su tratamicnto. la Comision Na

en la Investigacion recomicnda que oste consentimicnto sea requcerido para ninos de 7 anos



n sea tomada cn cucnta a menos que ¢l proyecto traiga un

en adelante y que su objec
alternativa

© v iue csta sca la anic

beneficio directo muy importante en la xsalud del n

i sdos O minos muy  pequenos os suficiente ol

para atcanzario. En ¢l caso de recwen
conscntimicnto de sus padres para fines lexales y cticos' ™o,
Una scleccion justa v adecuadis oS L tercera consideracion etica que debe tener ol

investivador ya que debe estar consciente de que al tratar pacicntes con enfermedades de

baja incidencia podria estar tratando 2 10dos [os pacicntes Jde una gran rekion que padecen
les que tienen una gran

esa cnfermedad.  Existen ademas condiciones ceonomicas y soc

influencia en la scleccion del paciente va que on ol casa de enfeermedades con una baja

. % tene un gran descquilibrno entre ol costo del protocole de Terapia Genica v la

incidenci
cantidad de pavientes candidatos Goeste tratamrento. s por cihe que ol papel ded NN es
Cruckil en ld compensacion de ¢ste Palance coonamrica vy sanvial, Se esperia que st la Terapia

Genicad Humana prucha sor exitosa, sus costos logren ser accesibles a los pacientes gue la

requicran’ T,
Terapia Genica  somatica oenfrenta cuestiones  cticas como es la  continua

ta terapia puede causar, por cllo

comparactan que s hace entre los beneficios y danos que o
seoovatuan que ias tasis de omorintidad v osnortabidad Que se asovian con g enfermedad. Se

ha legado a la conclusion de que on os Casos donde osta terapii ¢s una opcion terapeuti

mas, ¢s rccomendable solo en los cases donde va han sido probadas otro tipo de terapias sin

ningun ¢xito' ™.
CEImnales se presentid una controveesia

£n el caso de 1a Terapia Genifca on celulas
mucho mayor. ya que aun no s¢ decide si oste 1ipo e terapia sea ¢tica o no. Masta la fecha

solo ha sido utihizada como una mmportante herramicnta on la creacion Jde amimales
transgénicos que permiten ¢l estudio de ciertos desordenes.  El punto de discusion on oste
casc ¢s quc sc estaria hablando ya dc¢ una manipulacion cn la linea kerminal que podria

iduo sino tambicn a las

producir un dano irreparable no solo a todas las cclulas de ese indi
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ina s una ciencia

nes.  Es importante no olvidar que la medi

de sus futuras generac

inexacta y que aun ox muy poco 1o que s¢ enticnde sobre ¢l total funcionamiento del cuerpo
humano, muchos de 10s intentos bien intendionados por tratar una enfermedad dentro de g

ya aprobada han llegado a producir problemas inespxeridos meses ¢ incluso anos

teraptutic

ste una o rieso de producir un evento muatagenwo on la linea

mas tande. ademis e
XRerminal al inscertarse ol Zen normad 'O,

CaCuentr muchos otros argumentos filosoficos.

Junto con los arxumentos medicos
éticos y teoloRicos. Algunas de las cucestiones que s¢ formulan os si un nuevo ser humaino
ticne ¢! derecho 4 heredar un xenoma no manipulado, v si el concepto de “canscntimicnto”™

con una previa informacion ticne alxuna validez ¢n pacientes que ni siquicra existen aun,

LEN quo punte s osta cruzando fa hinca donde ¢l hombre comieny 1 Jjuzar un papel de

Dios?. La realiaad s que no pucde ser considerada L Terapia Gemiea on lincas Qe minales,

Kol hasta que los

porque aun falta mucho por aprender de la Terpia Genica som
estudios animaies demuestren que se trata de una terapia sexura y confiable para cualquier
procedimicnta v el publico haya sido cducado respecte @ las implicaciones de  los

prcedimicntos. podremos ponsar on comenzar a desarrollar una Terapia Génica germinal

enfocadia g Ll correccion de derfectos encticos que causen enfermedades v no a g alteracion

cas deseadas, va que

Renctica part un supuesty mejoramiento de las caractersticas fis

Ando A fa wendtica para un dafno mas que un beneficio!s!

estariamos utile

5 a la bictecnologia parecen

ialmente las companias oricentada

COor ra parte comers
no estar aan interesadas en los avances alcanzadoes on la Terapia Génica, Se espera que en
un futuro cada xrupo de investigacion implicado en una Terapia Génica especifica tenga sus
propias comiinaciones vedctor-gen para Hevar o cabo sus proposites, v es posible que para

comervial en Iz produccion de estuches vector-gen para

entonces surjia un  inte
determinadas enfermedades, aunque ¢s muy posible que, dada la baja trecuencta sobre todo

n clevados debido a la poca

de cicertas enfermedades congenttas, los costos de 10s estuches sc
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demanda de los mismos. No obstantc. st comparamas ¢l costo de un transplante de corazon
(alrededor de 90,000 dis. on 1983 on los K1), 1a intensa labor que se requicre realizar en
un transpiante Jdoe omcdula Osca. 0 bicn las frecuentes hospitalizaciones 4 fas que se somete
un pacicnte con fibrosis Juistica para recibie tratamicnto:; la Terapia Goenica, al mejorar la
cabidad de vada Jde bos pacientes se convierte on ¢! metodo s efectivo para el tratamiento
de enfermedades gendticas recesivas y on idlgunos casos también para enfermedades

adquindas.
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CONCLUSIONES LS

Mediante oste trabajo se llevo a cabo una revision extensa de os fundamentos de la

Terapia Ciénica asi como de sus aplicaciones ¢n diversas ramas de lu medicina.
Esto noas poermitid conacer las estratesttas posibles de emplear v las Lhmitaoiones que s¢ presentan
Por otra parte s¢ conovio ¢l sexuimicnto correcto que delx

para cada enfermedad on particular,
“F la importancia ftica y moral

al ser humano v reconoe

tener 10do estudio climeo que involu

del mismo.
Por consixuicnte v doe acuerdo d la intormaoion engiobada on cata tesis, paodemos concluair

que la Terapia Gentica os una discipling que aun requicre Je mucha inveatixacion pari que pucda
nes

Rixantados que las innovaci

ser considerada segura v oficiente. Sin embuarzo, con los pasos
tecnoloRicias pormiten dar a Ly investisaddion s¢ pucde espwrar gque osta terapia loxee alcanzare su
utilizacion en gran parte de las enfermedades xeneticas v adguiridas.

Es posible predecir, debido al numero de casos que s¢ han presentado en varios desordencs

ira clevado, pene a posdar doe clio, es

eSS e mante

RKENCHCOS, (JUC ST COSTO Para oStas cnfcerme
iMPOrtante dISHNRUIC JUE 20 Menos ViS¢ CONLn con gn tratamcnto v £0r Que 1o, con una cura

efectiva contra c-trs enfermedades. En ol caso de enfermedades adquiridas oxiste una mayor

posibilidad de Gque 10s COStos con esta t1eriapia sean accesibles va que ¢! numero de pacicnies con

estos padecimientos, como o5 el caso de cancer ¥y SIDA, va en aumento, por lo cual estos

problemas toman cada vez mavores dimensiones.
por hoy, la promcess mas vorcana a da tan

S opucde consaderar que ja Teragha Gerndcit ©
tidad de vida para muchos

esperada bala magica ¥ sobre todo la anica esperanzi de una mejor .

scres humanos. For cllo, es aqui donde radica Ja importancia de los logros que se puedan alcanzar

on este campo.
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