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1. OBJETIVOS

. Analizar los avances en terapia génica de 1992 a 1995 en las dreas de céncer,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida, sistema nervioso central
inmunodeficiencias y otras enfermedades.

. Realizar una comparacién objetiva de los vectores utilizados.

. Proponer perspectivas en cuanto al desamollo de la terapia génica
particularmente en México.
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2. INTRODUCCION

Grandes avances han ocurridc en biologia molecular en 'Ios altimos
velnticinco aflos. El descubrimiento de la ligasa del acido desoxirribonucleico, la
transcriptasa inversa, y las endonucleasas de restriccién han contribuido a la
construccidn de moléculas recombinantes de ADN. Esta serie de descubrimientos,
junto con los mayores avances en la técnicas de biclegia molecular, se unen para
abritantar la explosién en el progreso cientificc que hasta el momento se ha
tenido. Estos avances tienen incluidos un profunde aumento de nuestio
entendimiento en la eétructura de genes, su funcidn y control en este campo de la
biologia molecufar. El mapeo y secuencia de genomas de varias especies
incluyendo el humano estan siendo estudiados con detenimiento. Un
conocimiento de las bases exactas de la genética de padecimientos es también
de gran valor en el desarrollo de clonas y de los genes que causan diversos
padecimientos. La habilidad para generar animales transgénicos ha sido una
invaluable herramienta para la comprensién de la biologla. La aplicaci6n de esta
tecnologia ha sido también dirigida al desarrollo de modelos animales para

diferentes padecimientos.

La terapia génica humana puede ser definida como la insercion de un gen
normal o modificado dentro de células somaticas de pacientes para fa correccién
genética o de desordenes adquiridos por error, a través de la sintesis in vivo por
genes defectuosos o insuficientes. Algunos cientificos, con su campo de
aplicacién en el ambiente clinico, han pensado en la terapia génica por décadas,
pero en ia actualidad ef conocimiento y la tecnologia son ahora lo suficientemente

maduros, para que en un futuro muy préximo, serias consideraciones puedan ser
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tomadas para la aplicacién practica de la terapia génica en humanos. De hecho,
con la iniciacidén del primer experimento humano, en terapia génica realizado en

septiembre 14 de 1990, ésta nueva era ha empezado.

Durante los cinco aftos anteriores, el progreso en el campo de la biologia
molecular ha sido muy acelerado. Cada nuevo descubrimiento promete un nuevo
acercamiento que no habia sido considerado anteriormente. Los estudios
actuales seran muy conocidos para los terapistas genéticos en la mitad dei

siguiente siglo.

El estudic del genoma humano en jos préximos afios sera un trabajo
rutinario. Como el genoma humano se estudia por el mapeo, la habilidad para
definir los genes responsables de padecimientos genéticos crecera rapidamente,
Es completamente aparente que el descubrimiento de cada gen en un
padecimiento humano, proporciona un conocimiento para la terapia génica.
Ciertamente, descubrimientos de cualquier gen humano proporciona la funcion y
los planos correctos de una funcioh defectiva. Se trata del repertorio expandido de

las principales deficiencias del padecimiento en cuestién.

No hace mucho que las oportunidades para la terapia génica son definidas
por el conocimiento de genes para enfermedades especificas, asimismo son
hechos posibles por un entendimiento mejor de la patofisiologia. De este modo la
formacién de productos puede ser inhibida por transcripcién. Ciertamente, el
desarrollo de la terapia génica para enfermedades neoplasicas ilustran otro
fenémeno general. En algunos de esos estudios, el gen es utilizado para codificar
un producto que genera una respuesta inmune no dnicamente para los productos

de proteinas sino para a célula en la cual, la proteina es puesta en libertad. De
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agui, que un gran numero de oportunidades para la terapia génica contienen hoy

un plano méas amplio que aquellos en los que se encuentran los genes.

Naturalmente desde hace mucho se han desarroliado métodos para la
introduccién estable de ADN extraiio en el interior de células animales, en la
forma de virus. El acierto de reproducir estos procesos con genes se usé antes
que la modemna tecnologia permitiera la manipulacién y clonacién de genes in
vitro. Cuando la estructura y ciclo de vida de los virus se realizé in vitroy ADN en

clonacion, la terapia génica se presenia como un acierto.

Como el trabajo procedfa, un ndmero de dificultades estaban dentro del
foco principal. Consideraciones de Seguridad -en particular, las que necesitan
evaluacién gque deriven desde un ligero riesgo potencial en el uso de virus como
vectores de reactivacion oncogénica- son en el presente un punto de evaluacion
legal. Problemas con Ja obtencién de una alta concentraciéon de vectores virales
inclulan vectores marcadores que podrian infectar un rango més favorables de
células humanas. La identificacién y la extraccién in vifro de células del tronco
principal y establecimiento de un estado receptivo para vectores son alguncs de
los problemas del presente tema. Un gran nimero de grupos de investigadores
gue dominan la téchica de terapia génica, han obtenido datos que indican que
células primitivas murinas son precursoras de células las cuales pueden ser
mantenidas in vivo y hacer mas grande ia poblacién de la colonia por la presencia
de combinaciones acercadas de citosinas y gque pueden ser transducidas

eficientemente con vectores retrovirales.

En adicién a los problemas relacionados a la efectividad y seguridad de

genes liberados, un nuevo asentamiento de problemas emergen cuando fa
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expresién de ADN integrado de varios promotores fue estudiado en animales
transgénicos o en madelos experimentales de la terapia génica usando vectores
retrovirales en animales. En algunos experimentos estas diferencias en cierto
modo pueden ser debido a los requerimientos para [a expresion continua de un
gen de cadena marcado en los experimentos llevados in vivo y los posibles
efectos de la secuencia selectiva marcadora en la expresion de genes adyacentes

in vivo.

Grandes técnicas existen para la introduccién de genes no propios dentro
de células humanas, incluyendo el uso de fosfato de calcio, policationes, vesiculas
hpidicas, corriente eléctrica, o microinyeccion directa. La eficiencia de un
transferidor de genes dentro de las células usando estas técnicas es
generalmente fan bajo como un 0.01%. Debido a fa necesidad de un medio de
transferr de alta eficiencia de ADN dentro de las células para aplicaciones
clinicas, la atencién ha sido crecientemente cambiada para el uso de los virus,
especialmente los virus transformadores de ADN como los papovavirus,
adenovirus, o més recientemente los retrovirus avicolas como sistemas de
liberacién. Estos vectores virales tienen la ventaja de infectar tipos de células

multinles con una eficiencia casi de un 10Q%.

Usando lineas de células de empaque, refrovirus con su proteina viral
codifican secuencias borradas que pueden ser generadas. Estos retrovirus
modificados por medio de la ingenieria genética pueden infectar células e insertar
genes exogenos, pero ellos no se pueden replicar y producir infecciones virales
adicionales. Por esta razon, los retrovirus, especialmente aguellos basados en el
virus de la leucemia murina de Moloney, son por ahora usados con aplicaciones

clinicas.
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Las primeras aplicaciones de la forma de transferir a los genes dentro de
humanos es usando el medio adoptivo de linfocitos. El linfocito infiltrador de
tumores (TIL) frecuentemente tiene reactividad especifica contra el tumor de
origen, y extensivos estudios en animales demuestran que el introductor adoptivo
de TiL con iL-2 puede mediar la regresién de cénceres avanzados en selectos
modelos animales Estos estudics indican hacia un uso clinico de TIL para la
terapia del cancer en humanos. Sobre un 40% de pacientes con melanoma
maligno metastico sufren regresiones objetivas de cancer cuando son tratados

con el introductor adoptivo de TIL con IL-2.

En estudios extensivos en humanos TIL tanto in vivo como in vitro ha
guiado el desarrollo de fas futuras aplicaciones clinicas. Siguiendo la transferencia
in vivo, células TIL marcadas con indio 111 migran y se acumulan en depésitos
tumorales. De cualquier modo, el corto tiempo de vida media del indio 111 (2.8
dias) combinado con esta rapida y espontanea pérdida de células previenen
medidas de sobrevivienda de TIL mas alla de los dias severos. La introduccién de
genes extrafos marcadores que pueden asentar una parte permanente del
genoma pueden replicarse como TIL proveyendo oportunidades para el estudio

de la distribucion y prolongamiento del tiempo de vida de TIL in vivo.

La habilidad de TIL para acumularse en los sitios tumorales fue un
importante factor en el desarrollo de los primeros estudios en humanos de la

transferencia de genes.

El predominante acercamiento a la terapia génica generalmente involucra el
uso de Acido ribonucleico recombinante (retrovirus) o virus con ADN como

vectores. El reconocimiento de que los virus pueden ser manipulados en
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semejante via fa cual no puede ser replicada para la forma competente del virus y
con todo para insertar un gen de interés dentro del genoma hospedero, ha
proveido una mayor direccion para el campo de la ferapia génica en los primeros
afios, para desarrollar un gran alcance, y por arriba del presente tiempo. Debido a
una mayor edicion tal como la seguridad, buscando el blanco, expresion, e
incapacidad para insertar genes dentro de células nonreplicativas, el concepto que
involucra a las células pueden ser removidas del hospedero, infectado (o
transducido) con el apropiado retrovirus ex vivo, y estas células modificadas
geneticamente pueden ser regresadas hacia el hospedero para la expresion del
nueve e integrado gen. Este acercamiento ex vive ha sido aplicado en
establecimiento experimental para un largo nimero de células diferentes en
cultivo. Ciertamente, podria parecer que el (nico factor limitante de este
acercamiento es la habilidad para cultivar células en cultivos continuos con un

minimo de una divisién celular.

La infeccion in vivo del hospedero con ADN recombinante modificado ha
conducido a que genes humanos de interés sean acarreados fuera de células
neuronales utilizando las propiedades tréficas de un virus del Herpes simplex, tipo
I, con el fin de buscar el sistema nervioso central. La infeccidn directa del
hospedero con un virus recombinante contiene el gen de interés teniendo las
diferentes ventajas sobre el gen de insercion ex vivo. Un virus puede ser
seleccionado basandose en las propiedades tréficas como las que se le daran en
el érgano blanco o en los organos de interés. Con el uso de virus de ADN,
frecuentemente ocurre persistencia extra cromosomica, e integracidn no necesaria
dentro del genoma del hospedero. De este modo, no es requerimiento para la
divisién celular, asimismo, noc representa un probilema serio las series de

dificultades de potenciales asociadas con la insercién aleatoria dentro dei
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genoma, semejante a una mutagénesis insercional. De hecho, la posibitidad de
incluir funciones adicionales en ese paquete de minigenes, tal como secuencias
autonOmicas replicativas o replicaciones de origen, puede ser posible para ta
construccion de elementos episomales dada la funcién como microcromosomas
en el nicleo de la célula. La latencia de algunos virus es una caracteristica
durante algun tiempo, a menudo para el tiempo de vida de! hospedero, productos
de seleccién de genes virales son expresados pero el virus no es nocivo. En
contraste para fa eliminacién de 9 a 10 kb para retrovirus, virus de ADN pueden
frecuentemente acomodar muchos segmentos de ADN, y, de aqui, transferir unos
largos genes y/o las secuencias regulatorias pueden bajar las dificultades.
Finalmente, el acercamiento in vivo demuestra cuan bajo es la intensidad de la

tecnologia en comparacién con el acercamiento ex vivo.

Los virus de ADN tienen ia ventaja sobre los retrovirus que la infeccién
ocurre con muy alta eficiencia. La posibilidad de modificar los virus de ADN que
son incompetentes para la replicacién, por lo cual son incapaces para infectar
células, no lisando las células del hospederc y ni tampoco para infectar otras
células representa una propiedad adicional en el uso de virus de ADN como
vectores, No hace mucho tiempo el campo de la vectorologia de ADN no‘ha sido
modificada como lo es en el caso de vectores retrovirales; tedricamente ef mismo

tipo de avances én la construccién de vectores seran posibles.

No hace mucho tiempo estudios preliminares que se reportaron, en lo
cuates un transferidor de genes directo in vive eés acarreado hacia afuera usando
virus de ADN, subsecuentemente otros acercamientes con insercién directa de
ADN han sido desarrcilados, usando vectores sintéticos (poviral), liposomas,

inyeccion directa de plasmidos de ADN, y un plano de bombardeo de particulas.
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Acercamientos jn vivo han sido ahora aplicados hacia un minimo de seis blancos
celulares y sistemas de érganos, como son el antigeno de leucocitos humanos B-
7 (HLA-BY) para los melanomas malignos, el gen del virus de timidina cinasa del
Herpes simplex (HSV-TK) para los glioblastomas y los astrocitomas, el factor
regulador transmembranal de fibrosis cistica {CFTR) para la fibrosis cistica, el gen
env + rev del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1gny + rev) para el

SIDA, y el HLA-B7 + R-2 microglobulina para el cancer.

El pleno desarrolio de la terapia génica puede ser llevado fuera del interés
publico. Esto fue llevado a la comisién respectiva y generado a lo largo de los
afics 80's, serdn continuados. Se debe comprender el riesgo-beneficio y el costo
beneficio del desarralio de [a terapia génica y este potencial en la larga carrera
para el {ratamiento, prevencién, y cura de padecimientos humanos. Ciertamente,
el faltante de una educacién suficiente podria tener efectos perjudiciales en un
nimero de vias por desarrollar en esta teoria. Primero, la oportunidad para
interpretar mal la terapia génica como eugenésica es obvia. Con la educacion
debida, puede ser minimizada y quizé evitada det todo. Segundo, el potencial que
el publico puede demandar en el progresc en el campo que puede ser excesivo
para la capacidad de cientfficos y clinicos para recopilar. Realmente, se debe de
tomar en cuenta la aportacion de ciertos grupos en contra del desarroilo y
tratamiento de la terapia génica, como en el caso de la corriente anti-terapia en
favor del SIDA. Pareciera completamente que el curso mismo del desarrolio
puede ocurrir en el campo de la terapia génica como un campo continuo para
desarrollar si el proceso de educacién es bien orientado hacia un mejor

entendimiento de los diversos males y la manera de contrarrestarlos.
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Se puede mencionar que el impacto de la terapia génica en el siglo 21 sera
el mismo de ahora, o quizas en un plano mas grandioso, que el impacto gue
tuvieron los antibiéticos y las inmunizaciones en el siglo 20, de ahora en adelante
saldran innumerables obstaculos y comienzos falsos. Un gran ideal necesita ser

realizado, y la oportunidad es grandiosa.
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3. CAPITULO SEGUNDO
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3.1 GENERALIDADES
3.1.1 VECTORES DE EXPRESION

Los retrovirus han sido los vectores mas cominmente utilizados en estudios
de terapia génica y desde hace mucho tiempo se conoce su funcién y estructura.
Asimismo, los adenovirus se presentan como una aiternativa méas de vectores
gendticos, gue pueden ser producidos en concentracién suficiente para una
eficiente transfeccién de genes in vivo. Los adenovirus representan uno de los 3
nuevos sistemas de genes de transfeccidn presentados en la conferencia sobre
terapia génica para Enfermedades Neoplasicas en la Academia de Ciencias de

Nueva York en el mes mayo de 1993.

En el instituto Nacional del Carazén, Pulmén y Sangre en los EE.UU., se
ha estudiado el uso de 3 vectores de adenovirus para [a transfeccion de un gen:
marcado con 8-galactosidasa: los genes terapéuticos ol-antitripsina o el factor
regulador transmembranal de fibrosis cistica (CFTR). Tanto in vitro como in vivo,
los datos experimentales mostraron que diversos tejidos son altamente receptivos

para la transfeccién de estos genes usando un adenovirus como vector.

La construccion de vehiculos altamente eficientes en la transfeccién de
genes, los cuales contienen genes extraftos, se ha logrado gracias a que acttan
como maléculas bioldgicas. El haber utilizado transferrina como un medelo de
ligando, ha mostrado que los genes extrafios pueden internalizarse y expresarse
en células que expresan receptores de fransferrina. La ubicacién de células
tumorales con lecitinas como ligandos es otra posibilidad ya que éstas pueden

unirse a las glicoproteinas de superficie de células tumorales.

19
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En la Universidad de Pittsburgh Pennsylvania, se ha descrito ! uso de
liposomas como otro vehiculo para la transfeccion de genes. Uno de los mayores
problemas de la transfeccion mediada por liposomas es {a toxicidad causada por
los componentes lipidicos del complejo ADN-liposoma. La toxicidad puede ser
reducida por el cambio del contenido lipidico, pero se puede caer en una mayor
inestabilidad. Los liposomas de DC-Chol dan el mejor equilibrio entre toxicidad y

estabilidad, y se han usado para tratamientos clinicos de melanomas.

La introduccion de genes suicidas y la induccién de sensibilidad a drogas
en células tumorales, ha sido estudiada tanto por el Laboratorio de Investigacion
Welicome en Carglina del Norle, EE.UU., como en la Real Escuela de
Postgraduados de Medicina, en Londres Inglaterra, presentando sus estudios de
terapia génica, basados en la estrategia conoccida como VDEPT (Terapia
Productora de Enzimas Dirigida por Virus), la cual utihza un vector retroviral para
liberar un gen extrafio que codifica a una enzima, la cual convierte un producto
innocuo en un compuesto citotdxico. Citosina desaminasa, por ejemplo, convierte

la relativamente inofensiva 5-fluorocitosina en el compuesto citotoxico 5-fluoracilo,

En el Instituto Nacional para el Cancer, de los Institutos Nacionales de
Salud, en EE.UU., se ha discutido el "efecto circunstante”, se discierne en
experimentos que involucra productos de activacién de enzimas semejante a la
timidina cinasa del virus de Herpes simplex (HSV-tk), cuya funcion es fosforilar el
ganciclovir para metabolitos téxicos. En una mezcla de células tumorales en las
cuales (nicamente la expresién media de HSV-tk, sobre 80% de las células en la
mezcla mueren con la exposicién hacia el profarmaco. Se cree que este efecto

puede ser causado por la transfeccién de metabolitos toxicos a través de la

20
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abertura de las uniones de células tumorales. Este efecto puede ser usado para

evadir la posibilidad de encontrar cada célula tumoral in vivo.

3.1.2 CANCER

La inmunomodulacién de células tumorales para inducir una respuesta
inmune se ha discufido en arfios recientes. Efectos inmunes ceiulares y
humorales, semejante al de células T citotdxicas que inhiben el crecimiento de
células cancerigenas han sido reproducidos. Las células T citotdxicas reconocen
al antigeno tumoral asociado a molécutas clase | del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC I) en la superficie de células tumorales e inducen una
respuesta inmune celular. La deficiente expresion de motéculas clase | del MHC
en algunas células tumorales, contribuye a la evasidn completa del sistema
nmune. Se han presentado dates tanto in vivo como in vitro en la Universidad de
Michigan, EE.UU., los cuales indican gque la transfeccion de genes de una
molécula alogénica clase | del MHC dentro de células de melanoma, induce fa
expresion del antigeno extrafio en su superficie y por tanto, inducen una respuesta
citotdxica de células T; como resultado hay una regresién parcial tumoral {como
una consecuencia del acrecentamiento inmunogenético tumoral). La expresién del
gen extrafio en células tumorales resulta en una respuesta especifica citotdxica de
célutas T en conlra de antigenos previamente irreconocibles. Recientemente
iniciado el tratamiente clinico basado en estos hallazgos, las molécutas MHC |
fueron las primeras de dichos genes en ser introducidos directamente dentro de

liposomas DC-Chol a células tumorales,

El uso de linfockos infiltradores de tumores (TILs) manufacturados por

medio de la ingenieria genética hacia {a inmunoterapia adoptiva de melanomas,
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fue propuesta en el Instituto Nacional para el Cancer, de los Institutos Nacionales
de Salud (NIH). En estos estudios, més de 9 pacientes han sido tratados con TlLs
que expresan el Factor Necrosante de Tumores (TNF); los resultados de la Fase |

muastran datos controversiales en cuanto a la relacibn dosis-toxicidad (4).

La inmunoterapia, promete alcanzar la prevencién del efecto de metastasis
ocasionado por una fase avanzada de cancer de mama, acorde a [os nuevos
estudios animales. El tratamiento abre la posibilidad de nuevas oportunidades at
aumentar un periodo de supervivencia después'de la extirpacion de tumores
mamarios primarios, asegurado por el Programa Molecular Terapéutico del Centro
de Medicina de la Universidad de Duke, EE.UU.. Los investigadores quirlrgicos
implantan céiulas tumorales de cancer mamario sobre el pie de un ratdn. Estas
células se desarrollan con 7 dias de implantacion. Después de 20 dias, los
investigadores remueven los tumores. El ratén desarrolla después metéstasis
pulmonar en una manera similar del curso clinico de una paciente con metastasis
de cancer mamario. Debido a que el tratamiento con interfeucina-2 (IL-2) ha sido
eficaz en modeles animales para estimular y generar la activacion de linfocinas de
células asesinas (NK), con el resultado de la eliminacién de la carga tumoral, los
investigadores inyectaron a los ratones con células de c¢ancer mamario
genéticamente alteradas para secretar IL-2. La IL-2 es manipulada genéticamente
dentro de células tumorales, para favorecer la secrecién de ésta por las células
tumorales, hacia el tejido circundante. Los niveles de citosina que son altamente
suficientes para estimular el sistema inmune, son logrados sin ninguno de los
efectos toxicos generalmente asociados con 1L-2 sistémica, semejante al edema

pulmonar, fallo renal y estado de shock (5).
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Un nimero considerable de fas praducciones de cancer son asociados con
cualquiera de las mutaciones de la regién transmembranal del neo gen, o con
niveles muy altos de expresién del mismo gen, o con ia interaccién sinergistica de
los receptores p185 y los receptores del factor de crecimiento epidermal. Tales
eventos pueden guiar hacia la transformacién de dimeros, con la activacion de la
region enzimatica de los receptores de pi185 como si ello comenzara

continuamente a estimular para un factor de crecimiento.

Los investigadores desarrofiaron anticuerpos que unen 2 o mas dominios
no trastapados de la porcién extrerna del receptor p185, entonces son usados
estos anficuerpos para tratar profilacticamente ratones transgénicos que son
genéticamente modificados para desarroffar tumores de mama de 40 semanas de

edad.

En un raton fratado de 2 semanas con 10 microgramos de los anticuerpos
comenzados con 6 semanas de edad, la apariencia del tumor estuvo retrasado en
el promedio por mas de 10 semanas. Cuando la dosificacion estuvo incrementada
por 20 microgramos semanales, el desarrollo de tumores fue completamente

prevenido en sobre un tercio de los animales (27).

3.1.3 LA TERAPIA GENICA Y LA INDUSTRIA
FARMACEUTICA

En el mes de febrero de 1994, una nueva y establecida terapia génica,
protegida por el comité de la Universidad de Niigata, de !a costa japonesa, fue
aprobada en Japén. Aqui $e inicia el primero de varios experimentos para ser

Hevados en humanos, lo cual puede marcar a Japdn como el pais en dar el
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primer paso hacia la terapia génica en humanocs. Los experimentos propuestos
son desarrotlados por la division de fransplantacién de huesos y médulas de la
Universidad de Niigata, en colaboracién con la Genetic Therapy Inc., una

compaiiia estadounidense.

Células humanas del tronco (células CD34(+)) y células residuales de
leucemia en médula de huesos tomadas de pacientes con leucernia en remisién,
serén_marcadas con el gen bacteriano para la resistencia de neomicina (neo-R).
Después de [a transplantacion se regresan estas células al paciente y las células
marcadas serdn usadas para determinar si alguna reaparicidn de céncer es
causada por células residuales malighas en la médula purificada, o por células del
paciente. La compaiiia Genetic Therapy Inc. proveera los vectores retrovirales

para la marcacién de genes.

En una larga discusién, después de 8 meses de deliberaciones el comité
dio la aprobacidén para los experimentos en el mes de febrero de 1994 en
condiciones que la aplicacién es hecha para cada paciente y por medio de su
consentimiento, se obtiene la informacion deseada. La universidad, de cualquier
modo, estd bajo la jurisdiccién de! Ministro de Educacion, Ciencia y Cuitura de
Japén, con lo cual no se ha establecido el lineamiento para la investigacién de la

terapia génica.
Ademds, como los experimentos involucran pruebas clinicas en humanos,

oficiales del Ministro de Salud y Bienestar de Japdn creen que |a aprobacién debe

también ser solicitada por un comité en su ministerio.
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No esta claro cual comité es el que lievara la ditima autoridad para rechazar
o aceptar las aplicaciones de los investigadores de la universidad. Pero,
acordando que un cientifico estd involucrado en los principios de los lineamientos
del gobierno, el Ministro de Salud y Bienestar dificilmente rechazara protocolos
que previamente el ministerio de educacién ha aprobado. Investigadores
involucrados en la terapia génica critican tales duplicaciones de esfuerzos como

“insentido burocratico”. (8)

i

El Gobierno de Japdn al ver la naturateza de los problet;nas de jurisdiccion,
decidieron crear un organismo independiente para respaldar las investigaciones
en terapia génica. Sin embargo, la inauguracion de un nuevo organismo para tales
fines cred una incertidumbre en el disefio del mismo. Por lo tanto, decidierbn
organizar un comité con las mismas estructuras y proyectos que los de ya
iniciados en el campo de }a terapia génica; decidieron adoptar el sistema del
Comité Consultivo de ADN Recombinante de los EE.UU., soportando todas las
expectativas de desarrollo e investigacion acerca del tema. En donde e Gobierno
estadounidense se opone a tal disposicion de su Comité al permitir el
cuestionamiento sobre algunas decisiones que se llegaran a tener con la prensa y

el publico en general. (9)

En el inminente umbral del progreso de la terapia génica en la nacion
nipona, et gobierno japonés ha pedido a los EE.UU. su ayuda en [a exportacién de
los vectores a ufilizar. Con la ayuda proporcionada por el gobierno
estadounidense al gobierno japonés, se montan las bases para la implantacién de
la terapia génica en la nacidn de oriente, lo cual implica la participacion de la
industna farmacéutica japonesa al invertir en el desarrollo de vectores necesarios

para el tratamiento de algunos desdrdenes genéticos.
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Los objetivos del establecimiento de la terapia génica en oriente estan
dirfigidos principalmente en la iucha de padecimientos como son el SIDA
(sindrome de inmunocdeficiencia adquirida), hepatitis viral, cancer, 1a deficiencia de
adenosina desaminasa y en otras enfermedades. Otro problema que surge con la
realizacién de fa terapia génica es el nimero de animales en los cuales son
probados los vectorés; en este caso se usan los chimpancés, los cuales
constituyen un numerc muy reducido de vias para garantizar que los vectares son

adecuadamente seguros para fines eugenésicos (1),

La terapia génica en Francia ha tomado un gran pasc desde el faboratorio
hacia las camas de hospitai, con la decisién hecha por Rhéne-Poulenc-Rorer
(RPR), la subsidiaria farmacéutica del grupo Rhdne-Poulenc, para concenirar
estos negocios de biotecnologia en terapia génica en contra del céncer. Para
logrario, RPR ha creado una nueva divisién conocida como Biotech. Esta
organizacion de actividad biotecnolégica det grupo RPR, incluye un nimero de
250 personas gue integran el equipo del centro biotecnoldgico en Vitry en el sur
de Paris, y el 37% del personal contingente pertenece a una compaiifa
estadounidense de terapia génica llamada Ciencias Inmunes Aplicadas. Una de
las razones por el ferviente interés del grupo sobre la terapia génica es que RPR
ha perdido el liderazgo en el desarrolio de farmacos recombinantes, tomande la
compafifa una postura de espectador al ver como los competidores capturan
todos los posibles candidatos de desarrollo como la hormona de crecimiento. En
pocas palabras, es un gran suceso en el historial de la industria farmaceéutica

escrita por otras compafiias.

Por esto, ef grupo RPR ha lanzado en el menor tiempo, el mayor programa

de quimica correspondiente a los finales de siglo invirtiendo en el programa
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1,600,000,000 FF lanzado conjuntamente con el gobierno a inicios de la dltima
década del siglo (12). La compaiila farmacéutica franco-estadounidense Rhéne-
Poulenc Rorer, ha anunciado un ambicioso plan para crear una nueva forma de
organizacién industrial para la comercializacién de la terapia génica a través de

una red de trabajo de grupos de investigadores y compafiias de biotecnologia.

£l plan de la compafila para el uso de esta red, es reunir las diferentes
tecnologias necesarias para tal terapia. Analistas de biotecnologia dan una
entusiasta bienvenida al movimiento, con lo que el acercamiento a la red puede
ser m4&s apropiado para la terapia génica que cualquiera de los tradicionales

acercamientos hacia la investigacion de farmacos en grandes companias. (13)

El anunciamientc de la compaiiia Rhéne-Poulenc Rorer del plan de
organizacion industrial es seguido por iniciativas similares por otras grandes
compafilas farmacéuticas -como son SmithKline Beecham, Glaxo, Rache y Eli
Lilly- para unir esfuerzos con académicos y compafiias realizadoras de

biotecnologia en investigacién referente a genes.

Varios grupos alrededor del mundo realizan pruebas de terapia génica para
la fibrosis cistica, pero RPR es la primera compaiiia en lanzar un atague agresivo
en los mdas comunes padecimientos -entre sus objetivos estén el cancer,
ateroesclerésis, y desérdenes del sistema nervioso central tales como el mal de

Alzheimer-.

La compaitia RPR ha arriesgado una gran cantidad de dinero sobre su
postura: a finales de 1985 la compaiiia habfa gastado 300 millones USD dentro

del montaje de la red, la cual sera enfocada a una nueva divisién de la compafia,
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RPR Gencell, con el centro general en Collegevilie Pennsylvania EE.UU. y un

equipo de apoyo de 150 integrantes. (14)

El Servicio Puablico de Transfusién de Sangre en Inglaterra podria
eventualmente desenvolverse dentro de un servicio de "reemplazo de genes” bajo
propuestas entabladas por un grupo de cientificos médicos en el mes de febrero
de 1893. E! grupo sugiere que, como la terapia génica viene mas extensivamente
a practicarse, los serviclos y experiencia de colecta de sangre de donadores y
liberaciones para los hospitales puede ser adaptado para la tarea de colectar
células y organizarlas genéticamente antes de la transplantacion dentro de

pacientes.

El Servicio Escocés Nacional de Transfusién de Sangre ya estd tomando un
pequefio paso en esta direccion. Investigadores de Edimburgo trabajaran con la

dniversidad local y grupos de hospitales para preparar tales experimentos.

La idea de implicar los servicios de transfusién viene dada por una tarea
forzada en terapia génica y su implantacién, establecida por el Comité Consultivo
en Ciencia y Tecnologia como parte de un amplio estudio de investigacién médica
y de salud dirigide por la Universidad de Cambridge, con o cual se logra
dislumbrar ias vias de investigacion de ias cadenas genéticas para aplicaciones
sociales,  Una ventaja de la involucracion de los servicios de transfusion en

terapia génica es su buena reputacion (17).

El Comité [nvestigador Médico (MRC) en Inglaterra ha aceptado una
significante inversion en una nueva compaiftia, creada para explotar Ia

investigacion fundada por el comité tecnolégico en terapia génica. La compaiiia
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conocida como Therexsys, espera para desarrollar una técnica de terapia génica
que ubique genes terapéuticamente efectivos en células humanas sin usar mas

los convencionales vectores como retrovirus y adenovirus.

Therexsys espera para desarrollar un acercamiento en la terapia génica en
fa cual los genes son ubicados y regulados con exactitud. La tecnologla podria ser
aplicable para ambos casos y, eventualmente, a terapias crénicas en un nimero
amplio de enfermedades, incluyendo cancer, padecimientos cardiovasculares y el

tratamiento de inflamaciones (18).

Las autoridades federales y estatales en Alemania y una compafiia menor
farmacéutica han empezado a verter substanciales cantidades de dinero dentro
de la investigacion en el uso terapéutico de los genes. Una minoria de 8 grupos

son ahora comprometidos en la investigacién de la terapia génica.

El resultado de tal actividad, concieme a un subsidio, en tanto que
cientificos y compafiias alemanas podrian quedar rezagados en este campo por
competidores européos de cualquier parte de Europa. A inicios del mes de
septiembre el ministro federal de investigacién y tecnologia (BMFT) anuncia que
se estd preparando para consumir alrededor de 60 millones DM (37 millones LJSD)

sobre los proximos 6 afios para respaldar pruebas en técnicas de terapia génica.

El acierto de! programa de terapia génica consiste en desarroflar pruebas y
técnicas para la transferencia de genes dentro el cuerpo humano, en vias de ias
cuales se podra permitir el {ratamiento de enfermedades como el céncer y el

SIDA.
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La investigacion en terapia génica ya ha comenzado, respaldada por los
mismos alemanes de la fundacidn Deutsches Forschungsgemainschaft (DFG)
para la investigacioén universitaria. En particular, la DFG ha proveido 8.6 millones
DM para soportar en 3 afios un programa de investigacién en ia Universidad de
Friburgo denfro de las bases moleculares y celulares de mecanismos de defensa

del hospedero contra tumores.

Se ha descrito ya un proyecto en el cual se inyecta a un animal una vacuna,
que contiene un cultivo de célufas tumorales inactivas y fibrobiastos transgénicos,
dentro de los cuales han sido insertados genes para la produccidn de IL-2. Los
primeros esfuerzos, de cualquier modo, han sido decepcionantes. E! sistema
trabaja bien en ratones, activando células T citotdxicas llevando a cabo la
seleccion y la desactivacion de calulas cancerigenas. Pero experimentos

avanzados con células humanas han sido infructuosos.

La compafiia farmacéutica alemana Boehringer Ingelheim anuncié un plan
junto con la Universidad de Friburgo para el tratamiento de carcinoma renal,
usando un receptor por medio de la endocitosis, la cual es una patente de la

compania.

Aigunos grupos en Heidelberg -como son la Policlinica Médica y et Centro
Aleman para la Investigacién en Cancer-, estan planeando comenzar pruebas de
terapia génica para los tratamientos de melanomas. Otros grupos planean
experimentos en el uso potencial de Ia terapia génica para el tratamiento de fa
leucemia y hemofilia, y también disturbios metabdlicos como Ia

hipercolesterolemia. Boehringer ingelheim es la Gnica compaiija que tiene
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publicamente el reconocimiento de sus intereses en la investigacién de [a terapia

genica, ya que la oposicién publica repudia el uso de los virus como vectores (20).

3.1.4 LATERAPIA GENICA EN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

Cientificos de laboratorio y de c¢linicas del mismo modo han anhetado Ia
habilidad para alterar genéticamente calulas del cerebro. Si fuera posible esta
manipulacion, el cancer cerebrai podria ser erradicado, Pero la multitud de otros
padecimientos adquiridos y heredados que involucran al sistema nervioso central

han puesto en discusién estos temas.

Desde un punto de partida de la ciencia basica, los investigadores podrian
abrir las puertas a los misterios del desarrolio neuronal y otros enigmas por el
estudio de la funcién y la regulacion de genes clonados en modelos animales. Por
muchos afios, sin embargo, et cerebro ha probado ser intratable para la ciencia
embrionaria de la transfeccion de genes. Ya que las céfulas cerebrales no
proliferan, los prime;os protocolos requerian de la replicacién de ADN para la
liberacién de! material genético, lo cual fue inefective. Ademas, la barrera

hematoencefalica suministra un obstaculo impenetrable para la terapia sistémica.

Sin embargo, los cientificos estdn aprendiendo cdémo vencer a estos
obstaculos y en algunos casos el uso cormrecto de ellos proporciona una ventaja.
Ocho pacientes han sido tratados en fas primeras pruebas de terapia génica para
el tratamiento de tumores cerebrales malignos en los Institutos Nacionales de

Salud, (NIH} EE UU., v posteriormente se ha reportado la expresién de genes
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extrafios en células cerebrales maduras de 2 meses de roedores, por parte de 2

grupos de investigadores.

Los protocolos de los NIH para el tratamiento de tumores cerebrales,
aprobados en el mes de junio de 1992, por el Comité Consuitivo de ADN
Recombinante, y por la FDA (Food and Drug Administration) en e! mes de
diciembre del mismo afio, ha involucrado una ingeniosa estrategia para la
elimingcién selectiva de células tumorales. El protocolo utiliza un retrovirus para
deslizar dentro de las células tumorales el gen para timidina cinasa del Herpes
simplex, de tal modo que suministra el blanco celular para la destruccion por
medio del farmaco antiviral ganciclovir. Los retrovirus seran insertados con los
genes Gnicamente dentro de células en division, y aln cuando estas propiedades
tos descalifican para su uso en terapias de células cerebrales inactivas, esto los
puede hacer candidatos ideales para la terapia contra tumores. Los retrovirus
usados en el protocolo son genéticamente alterados ya que ellos sélo pueden
infectar a una célula una vez y liberar sus genes hacia el nGcleo, no permitiendo la

accion de su propia replicacién

Un obstaculo que los investigadores encontraron tempranamente en el
desarrollo del protocolo, fue que los retrovirus sobreviven unas pocas horas
después de que son inyectados denfro del tumor cerebral. Para disminuir este
problema, los investigadores inyectaron células de ratén madificadas por medio de
la ingenieria genética, que fueron infectadas con el retrovirus. Estas células de
ratén sobrevivieron de 2 a 3 semanas dentro del tumor y sirvieron como una
tabrica de virus por la continua formacién de los mismos. Los virus infectaron a las

celulas tumorales vecinas e imptantaron et gen de timidina cinasa en su nicleo.
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lgualmente que la terapia génica para tumores cerebrales, la transfeccion
de genes para células cerebrales inactivas tiene sus propios cambios y resultados.
La habilidad para corregir genéticamente células del cerebro tiene un enorme
potencial terapéutico -un 35% de los desérdenes genéticos heredados, tieneﬁ

alguna implicacién con el sistema nervioso central-,

Padecimientos causados por la falta o ma! funcionamiento de proteinas
cerebrales, como la enfermedad de Huntington; el sindrome de Lesch-Nyhan: la
enfermedad de Gaucher, y los mucopolisacaridos son los primeros candidatos

para la correccién por transfeccidn de genes.

El mas grande desafio, que ha tenido acogida, ha sido el encontrar un
vector viral que no se replique, ademas que infecte células eficientemente sin
efectos patogénicos. Investigadores estén realizando experimentos en animales
en esta area enfocado a un virus tipo 1 del Herpes simplex, pero se ha reportado
una pobre eficiencia de infeccién y con efectos toxicos. Hasta que recientemente,
el gen de larga expresién de un gen extrafio en el cerebro adulto ha sido
recopilado por la alteracién fetal de células cerebrales en el laboratorio y la
transplantacion de esas células dentro del cerebro. El trabajo se realizé con un
adenovirus modificado, el cual tiene por blanco natural el epitelio respiratorio, y se
logra su inyeccién dentro de regiones cerebrales especificas con la ayuda de un
dispositivo esterecestatico. El virus fue genéticamente aiterado para no replicarse,
pero también acarrea un gen reportero para que los investigadores puedan

faciimente detectar esta expresién con ayuda de la histologia (26).
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3.1.5 LATERAPIA GENICA PARA EL SINDROME DE
INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA

|.as terapias multimodales estdn dando la mejor esperanza para personas
con VIHISIDA, justo como en el tratamiento para el cancer. El cancer es tratado
con la combinacion de la quimioterapia, radioterapia, y fa cirugia; el virus letal con
la combinacidn de la quimioterapia y la inmunoterapia. Ahora una nueva arma

puede ser bien afadida al aftmamento de ambos padecimientos: la terapia génica.

Un ejemplo ya contemplado en &l fratamienic del SIDA, es un nuevo
acercamiento para el blogueo a las unones de receptores CD4, ¢on [o cual se
previene la infeccién. La idea es introducir a los genes en el cuerpo para que
inunden el sistema con moléculas iguales a CD4 que atraeran al virus y al mismo

tiempo lo neutralizaran.

intentos para realizar este engafic con moléculas CD4 solubles son
infructuosas, debido a la variacion del virus, -El virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) puede mutar facimente para cualguier proteina que es
especificamente designada para atacar y englobar glucoproteinas-. Ahora la
esperanza es que la introduccién de genes habilitados para interferir con el VIH en

diversos puntos puede vencer este problema y continuamente frustrar al virus.

Un nuevo concepto gue comienza a desarrollarse para la aplicacion del
VIH, es conocida como “fa interferencia negativa dominante”. El punto aqui es la
insercion dentro del cuerpo de un gen que realice la proteina viral deseada, la
forma de que haga dnicamente la mitad de actividad normal de la molécula.

Usando una proteina viral, la cual es constructora para tener una serie especifica
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de interacciones con ofras proteinas virales y no necesariamente con proteinas
celulares, lo cual incrementa la probabilidad que todo lo que es introducido

trabajara unicamente contra el virus deseado.

Para combatir al ViH, se ha optado por una insercién poderosa de una
forma infuncional de la proteina tat, ia cual regula por encima de su forma normal
la expresién de genes y la replicacion a través de la interaccidn de otra parte del
genoma viral. Insertados lo genes tat falsos, podran competir directamente con los
genes reales tat uniendo para el sifio de enlace viral; debido a que los falsos
podrian sumamente exceder en nimero a los propios reales, el crecimiento viral

podria cesar.

Otro acercamiento involucra el uso de la terapia génica para expresar
permanentemente en la célula una opcidn de genes que destruya el VIH a nivel de

ARN. Esto podria ser completado por la introduccién segura de ribosomas. (28)

Ei Instituto Nacional de Alergias y Padecimientos Infecciosos (NIAID), de
los EE.UU., con los ‘acercamientos basados en SIDA, ha ilanzado un programa
para conducir la investigacion de institutos junto con trabajos novedosos en

estrategias basadas en inmunologia.

Ei NIAID dedicara 25 millones de dblares para los proximos 4 arios en el
Programa Estratégico para la Investigacion en el Tratamiento de SIDA (SPIRAT)
para acercamientos tales como restauracién del sistema inmune, terapia génica y

vacunas terapéuticas basadas en ADN.
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E! NIAID es alentado con la participacién de la industria en los nuevos
acuerdos, y cuatro de seis de las investigaciones universitarias cuentan con el
apoyo inicial de SPIRAT, y ademas tienep colaboradores corporativos; los
equipos van a recibir cerca de 1 millén de délares para un afic por 4 afios, con

estudios tempranos en humanos para iniciar por el tercer afo.

Los proysctos incluyen diversas técnicas para activar al sistema inmune,
como la manipulacion de células T, la adicién de citosinas o la transfusion de
células de hermanos donadores no infectados. Las estrategias de la terapia
génica se pueden concenirar en un gen defectivo para el ViH en el uso de nifios, y
un gen antiviral para la produccién de ribosomas que podrian inactivar parte del
VIH. Un acercamiento basado en una vacuna podrian ser genes inyectados no
infecciosos de VIH dentro de tejidos musculares de personas infectadas con el

VIH (33).

Ciertamente, el conocimiento acerca del genoma de! VIH ha traido consigo
un rapido avance en los tratamientos clinicos de la infeccién misma, y el trabajo
con el VIH claramente esta rompiendo un nuevo terreno en el campo de la terapia
génica en vias iguales por tener un impacto muche mas lejos del tratamiento del

SIDA.

El campo es igualmente benéfico dados los esfuerzos por el NIH y la FDA
para la trayectoria de revision de procesos, que es demasiadg larga a través de
fos cuales lps protocolos de terapia génica deben de ir hacia adefante. Un
entendimiento ha sido alargado entre las agencias del RAC de los NIH, las cuales

reservaran estas revisiones de procesos extra para protocolos con novedosos
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acercamientos hacia la terapia génica, tal como el uso de nuevos vectores, o la

misma terapia para un nuevo padecimiento.

Hay pacientes listos para comenzar a ser tratados con el (ltimo de 3
acercamientos en terapia génica. El Centro para el Cancer en Seattle Washington,
esta administrando células CD8(+) genséticamente alteradas a pacientes y
revisando alguna evidencia de actividad antiviral. La Escuela de Medicina de Ann
Arbor de la Universidad de Michigan, esta recibiendo dinero del SPIRAT para dar
a pacientes célutas CD4(+) monitoreadas con un gen mutante de VIH, reM10. Y
{a compania Viagene Inc., de San Diego Califarnia, est4 patrocinando estudios de
fase | en 3 ciudades con una cubierta def gen del VIH que, en pruebas animales,

estimula a un linfocite-T citotéxico responsable contra el VIH.

Antes de comenzar fa clonacibn, las células CDB(+) son transfectadas con
un gen "suicida” especial ya que las pruebas animales sugieren que las infusiones
de CD8(+) pueden inducir potenciaimente inflamacién fatal de pulmén y cerebro.
El gen suicida es actualmente una combinacién de 2 genes. Uno, para
higromicina transfera'sa, que permite una seleccidn de fuera de todas las células
CD8(+) expandidas en un paciente. El segundo, el gen del Herpes virus tirosina
cinasa, hace a las células CDB(+) altamente susceptible al ganciclovir, asi que
ellas pueden ser eliminadas con un tratamiento de dosis 500 veces mas bajo de o

normal.
Una gran interrogante és cuan largo ias clonas persistiran, dado que la

replicacién de CDB8(+) requiere la presencia de células de cooperadoras CD4(+),

las cuales son agotadas en infecciones establecidas de ViH.
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Se han realizado pruebas con células transfectadas con un gen para la
ribozima de gancho que abre un canal en el ARN viral para atacar el VIH en
diversos ensayos de su ciclo de replicacion, las cuales estan listas para comenzar
en la Universidad de California en San Diego, en donde esta proxima la

aprobacion por parte de la FDA.

Los investigadores de fa UCSD también planean realizar pruebas en donde
se realice un ajuste en el gen de la ribozima dentro del progenitor CD34 en células
del tronco obtenidas de la placenta y e! cordén umbilical de infantes infectados
con el VIH en ef ttero y reintroduciende estas dentro de los infantes. Células del
tronco obtenidas por esta via son mas capaces para insertar el nuevo ADN. Ellas
son menas propensas de un atague por el sistema inmune del hospedero, cuando

se [e dan a otro paciente (34).

El grupo que aconseja a la Comision Europea en cuestiones éticas
relacionadas a la biotecnolfogia ha llamade a [a comisién para hacer la
investigacién basica y clinica en terapia génica como una "prioridad”. Estas
recomendaciones son parte de una opinién en terapia génica hecha pablica a
mediados de diciembre de 1994, en la presencia de la comision mencionada. Este
grupo también menciona que mas atencién debe de ser concentrada para evaluar
los riesgos y la eficacia de la tecnologia. La publicidad popular sobre la terapia
génica somatica en pruebas riesgosas, solamente engafian al pdblico en general.
Ademas, se menciona que las pruebas son mas "medicas que cientificas” y
frecuentemente dependen de pequefias canfidades de datos preciinicos, en
particular cuando las pruebas'lnvoiucran pacientes con enfermedades terminales

(35).
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3.1.6 DEFICIENCIAS Y OTRAS ENFERMEDADES

A finales de 1992, el Comité Advisorio de ADN Recombinante (RAC) del
NHH, aprobd 3 propuestas independientes para comenzar pruebas limitadas para
el padecimiento hereditario de pulmén, llamado fibrosis cistica (CF); los inicios de
una nueva era comienzan en investigacién en terapia génica para enfermedades
comunes hereditarias. Hasta ahora, la terapia génica ha sido enfocada
mayormente en costosos acercamiertos ex vivo para raras enfermedades,
también incluidas ciertas formas de cancer e inmunodeficiencias, no obstante el
afo de 1992 et RAC también aprobd ambiciosas propuestas para el tratamiento
de cancer de pulmén y de cerebro. En contraste, las ofertas de la CF llaman a fa
directa administracién in vivo del gen normal de CF encapsulado en e! interior de
un adenovirus coma vector. A pesar del temprano interés acerca de la seguridad
de dichos virus y su eficacia (previniendo su replicacién), el RAC aprobé los 3
protocolos unanimemente. Algunos expertos ¢reen que la directa administracion
es necesaria para verificar el verdadero potencial de la terapia génica en estado

clinico,

Enios EE.UU. en por lo menos 25 clinicas, pruebas de terapia génica estan
en progreso, pero lejos de ia aplicacion general ya que cuentan con resuitados
mezclados Esfuerzos para fratar raros desérdenes genéticos tales como fa
deficiencia de adencsina desaminasa (ADA) en nifios, e hipercolesterolemia

familiar (FH} en mujeres adultas son vistos con efectividad.

Investigadores europecs ({tanto de Holanda e Italia), realizaron
expenmentos en los cuales lograron aislar células del tronco principal que

pralongan [a efectividad del tratamiento para la deficiencia de ADA. En Alemania,
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se transfectd iL-2 dentro de fibroblastos antes de haberlas usando como vacuna

para pacientes con cancer (6).

Francia esta considerando algunos pasos para simplificar los
procedimientos regulatorios para la terapia génica y alentar el extenso uso de la
técnica en hospitales plblicos, dicha asi por el ministro de salud de aquel pals.
Las pruebas de terapia génica primeramente fueron aprobadas por el gobierno
francés en el afto de 1890, cuando el Comité Nacional Asesor Bioético concluyd
que la terapia génica somatica no poseia problemas éticos especiales. Pero como
los protocolos para la terapia génica son manejados bajo la legislacién existente,

su aprobamiento recae bajo [a jurisdiccion de 4 diferentes comités.

Con la expectativa de demandas por incrementar, e gobierno francés
considerd trayectorias alternativas del proceso. Pero el valor que tomd la larga
ruta que transita en !a nueva legislacion especificamente centrada en la terapia
génica, estd considerando la creacidn de una comisidn interministerial que pueda

llevar el trabajo de los comités existentes.

El gohierno también intentd acercar centros pequefios de terapia génica
para el pais a través de hospitales, en una propuesta para frasladar las técnicas

de terapia génica desde e! laboratorio hacia el distritc del hospital.

Otra propuesta larga y calurosa es dirigida a pruebas clinicas rapidas y
alentadas por grandes inversiones industriales en terapia génica; si es que el pais
puede establecer el equivalente de la US Orphan Drug Act. Bajo este acto, el cual

fue mostrado en 1983, compafiias que desarrcllan farmacos para enfermedades
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raras definidas como aquellos que afectan no mas de 200,000 personas- son

otorgadas bajo estrategias comerciales y privilegios [egales. (7)

Nuevamente Japdn tiene otra decisién importante en el conceplo de la
aplicacion de la terapia génica, cuande en una emergencia al norte del pais, se
presentd un nifio de 3 afios para el tratamiento de una deficiencia de una enzima,
forzando el aprobamiento de la terapia génica. El propdsito del tratamienio fue
reparar la deficiencia de ADA, la cual provoca una caida del sistema inmune. La
aprobacion se llevé a cabo gracias al Comité Etico-Médico de la Universidad de
Hokkaido, en el departamento de pediatria de dicha universidad. La realizacion del
tratamiento anterior, obligd al gobierno japonés a implantar un sistema de
proteccién de dichos experimentos y su posterior aprobacidon en todas las

universidades del pais (10}.

Por otra parte, un astuto y fuerte programa ha surgido en Inglaterra en
cuanto a biologia molecular y genética; el gobierno esta planeando una estrategia
nacional para la investigacibn de! genoma humano, diseftado sobre las
habilidades e interéses de cientificos universitarios, comités investigadores,
beneficencias médicas y la industria farmacéutica. El primer experimento

aprobado en terapia génica en esta nacidn se logrd en el mes de enero de 1993.

Con la aprobacion del primer experimento en la materia, se logré conjuntar
los esfuerzos del gobierno, apoyados por el Comité Investigador Médico (MRC}) y
el Comité Investigador en Genoma Humano, y el trabajo de la iniciativa privada,
con la inclusién de las dreas de investigacién de 4 grandes compariias
farmacéuticas britanicas como son, Glaxo, ICI, SmithKline Beechman y la

Fundacion Wellcome, para crear un Comité Consultive.
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Al mismo tiempo en que se did inicio la terapia génica en Inglaterra, en el
Instituto de la Salud del Nifio de la Universidad de Londres; comenzé un
transplante experimental para el tratamiento de la deficiencia de ADA dentro de
células de la medula 6sea de un nific que sufria de inmunodeficiencia severa

combinada {SCID).

Similares experimentos han sido desarrollados en los EE.UU. e Italia, pero
en estos casos, tnicamente células T son alteradas y el proceso tiene que ser
repetido en intervalos regulares. Sin embargo, la técnica britanica se llevara a
cabo involucrando fa manipulacion de células del tronco como fuente de célufas T,
con lo que, si es exitosa la técnica, resultard en una de las primeras

implantaciones de permanencia de un gen humano manipulado.

Los experimentos de ADA son iniciados después de la decisién realizada
por el Comité Consuitivo en Terapia Génica, el cual no tiene objeciones éticas
para los experimentos, no obstante se haya enfatizado la necesidad de un

monitoreo cemrado del paciente en progreso (15).

El Comité Investigador Médico Britanico (MRC) esta dirigido por un comité
para estimular la terapia génica en inglaterra, y ha nombrado a 20 miembros para
integrar el comité entre cientificos académicos e industriales y oficiales del
gobierno para promover la investigacién y su aplicacidén en ef campo. Dos tercios
de miembros del comité son cientificos que trabajan en universidades, laboratorios
de fundaciones de caridad e investigadores de institutos pertenecientes al comité.
Oftros incluyen representantes de las compafias farmacéuticas Glaxo y Zeneca, y
oficiales de la Agencia de Control Médico y el Departamento de Safud. El comité

no incluye expertos independientes en medicina ética, por lo tanto el MRC refleja
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asi su convencimiento sobre la responsabilidad para la regulacién de la terapia

génica apoyado por el Depariamento de Salud.

Uno de los nuevos comités atareados primeramente -la division de
Medicina Molecular y Celular del Comité Investigador Médico-, centrard sus
esfuerzos al colocar fondes para un nimero de centros de universidades basados
en terapia génica bajo una iniciativa del gobierno en acercamientos genéticos para
la salud humana; més de 30 perfiles de propuestas han sido recibidos desde las

aplicaciones que fueron comenzadas a inicios de 1993.

Diversos experimentos en terapia génica con aplicacién a la fibrosis cistica
estdn en progreso en jos EE.UU., usando como vectores adenovirus, sin
embargo, se han publicado reportes que indican que algunos de esos vectores
caen dentro de un rango de dificultades relacionadas con ia patogenecidad viral.
Los investigadores britdnicos tienen la esperanza del uso de lippsomas que
abrirdn mas rutas benignas para un exitoso tratamiento, respondiendo sochre un
esceplicismo sobre la viabilidad de liposomas como una alternativa a los
adenovirus, por sugerencia de que la terapia optima puede eventialmente ser

girada fuera de las combinaciones de los acercamientos mas recientes (16).

En el mes de agostc de 1893, un grupo de cientificos britanicos
comenzaron a realizar ta primera prueba de terapia realizada en el mundo que
utiliza la técnica de liposomas, bastante mas eficientes que los virus para
transferir fragmentos de ADN, en este caso !a versién de trabajo para la terapia

cuya disfuncién causa fibrosis cistica.
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Lo mas reciente explica que todos los demads intentos pertinentes causados
en los EE.UU. para usar un adenovirus atenuado para la terapia génica de
pacientes con fibrosis cistica (CF), corren con problemas inesperados. En
particular, una prueba de los Institutos Nacionales de Salud, Nacional del
Corazdn, Instituto del Pulmén y Sangre (NHLBI} han sido detenidos después de

que un paciente desarroll6 inflamacién del pulmén.

Investigadores ademés reportan de que aun cuando los adenovirus son
vias altamente eficientes de introduccion de genes en la primera aplicacion, el
nivel de expresién genética a veces decae prontamente en aplicaciones
subsecuentes. Consecuentemente, investigadores  estdn  observando
cerradamente el experimente britanico, debido a que puede proveer la primera
comparacién de seguridad y eficacia en ambos acercamientos. Dado el vasto
mercado potencial de un farmaco para la CF, se ha mencionado que los 2
acercamientos corren una carrera al igual que caballos por una cantidad de 600

millones de délares.

En las pruebas britdnicas los genes son encapsulados en liposomas. Se
logra la fusién con la membrana de la célula vy se descargan los genes dentro de

la célula. La técnica trabaja con ratones criados con deficiencia de genes de CF.

En la primera etapa, los liposomas seran administrados por nebulizaciones
pasales para nueve jévenes voluntarios varones para probar si la técnica es
segura y efectiva. Si lo es, entonces el atorizador serd administrado directamente

para los pacientes del pulmon.
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Grupos en los EE.UU. estan planeando pruebas similares, siguiendo las
exitosas introducciones del funcionamiento de genes de CF dentro de Mono

rhesus usando lipasomas (19).

Desdrdenes hereditarios causados a una familia y atendidos por el Centro
Universitaric de Medicina en Pennsyivania en los EE.UU., muestran los resultados
de un defecto en los genes que codifican para receptores de baja densidad de
hpoproteinas (LDL) de células del higado. Aproximadamente 1 de cada 500
personas en los EE.UU. es heterocigético para los genes defectivos y los niveles
de colesterol en el suero son de un rango de 7.75 a 10.35 mmol# (300 a 400
mg/dl). Sobre uno de cada 1 millén de estadounidenses es homocigoto para el
mal de absorcién de genes y es masivamente slevado el nivel de colesterol en
suero, usualmente entre 12.95 y 25.85 mmo/l (500 y 1000 mg/di). Las personas

frecuentemente sufren su primer ataque antes de los 10 afios de edad.

Los protocolos de terapia génica se manejan de la siguiente manera:
aproximadamente el 15% de los pacientes de higado son reseccionados. Células
def higado son aisladas, aumentadas en tamario, y expuestas a ios retrovirus
producidos por la ingenieria genética para conducir el gen normal del receptor de
LDL. Las células del higado son alteradas genéticamente, por consiguiente son
introducidas de nuevo dentro del paciente a través de un catéter. En el
procedimiento para el tratamiento de hipercolesterolemia se estd manejando de
manera similar al tratamiento de fase | para la fibrosis cistica (CF), la cual utiliza
adenovirus manejados por medio de la ingenieria genética para conducir los

genes comectos dentro del paciente de puimon a través de un broncoscopio (21).
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En el mes de junio de 1992, investigadores de la Universidad del Centro
Médico de Michigan, Ann Arbor, EE.UU., removieron quirdrgicamente el 10% del
higado de un paciente. En el laboratorio los investigadores cultivaron los
hepatocitos y los transfectaron con retrovirus madificados que contenian el gen
del receptor de LDL. &l retrovirus insertd el gen, y el resto del material genético o
afiadié en un sitic aleatorio del cromosoma del hepatocito. Después de 3 dias, los
investigadores vaciaron las células reparadas dentro de {a vena porta a través de
un catéter insertado en el tiempo gue durd la cirugia. Se esperaba gue las células
se implantaran y comenzaran a expresar el receptor para las LDL. Antes de
aplicar la terapia, el paciente tenia un rango de colesterol de 12.93 a 16.81 mmol/i
(500 a 650 mg/dl). Desde que la terapia génica se ejecuts, la concentracion de
colesteral ha fluctuado entre 20% vy 40% abajo de los niveles de la preoperacion
sin la asistencia de f&rmacos que disminuyan los niveles del mismo. Una biopsia

posterior al tratamiento indica que el gen esta operando dentro det paciente (22).

Un poderoso entendimiento un dia puede venir a formas practicas de
terapia para ia condicidn de padecimientos cardiovasculares, los cuales resultan
cuando el musculo cardiaco no se puede coniraer con suficiente poder para
circular sangre eficientemente. No obstante la falla congestiva del corazén puede
ser tratada con agonistas de la adrenaling, los pacientes del corazdn responden
débilmente a ambos, para los farmacos y a la adrenalina misma. Y como el
carazén continua debilitAndose, fos fArmacos pueden convertirse cada vez menos
efectivos. Pero un grupo de trabajo de la Escuela de Medicina de ia Universidad
de Duke en los EE.UU., sugirié que puede ser posible reducir -incluso eliminar- el
uso de farmacos en la terapia introduciendo copias en excedente del gen para el

receptor B2-adrenérgico (R2-AR) dentro de la falla del corazén.
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Para sus primeros experimentos, el grupo de la Universidad de Duke,
introdujéron dentro de un ratén el gen para un #2-AR mutante que
constantemente envia las seflales para el interior de la célula, las cuales podrian
ser las mas eficientes vias para ayudar al corazén. De cualquier modo, estos
corazones de animales no tuvieron los suficientes receptores mutantes. Se
propuso que tas células del corazdn no podrian tolerar al receptor mutante, por lo
que estos investigadores introdujeron al gen normal $2-AR dentro de otro lote de
ratones -con muchos y mejores resultados-. Estos animales mostraron en
cualquier parte un 100 a 200% de! doble de incremento en la expresion de B2-AR,
asi como a alta expresion del gen B2-AR correlacionado con ef incremento en la
contractibilidad del musculo cardiaco. Ya que los animales no han tenido contacte
con la adrenalina, el grupo se pregunta como el receptor solo puede incrementar

la contractibilidad.

Una posibilidad es que el exceso de receptores estuvieran permitiendo al
corazén responder a niveles bajos de adrenalina endégena. Sin embargo, cuando
se les administraron a los animales farmacos que bioguearcn la habilidad a los
receptores para responder a la adrenalina, el corazén continud bombeando
duramente. E! grupo concluyé que un pequerio porcentaje de los receptores
siempre estaban enviando mensajes hacia el interior de Ia célula, incrementando
el nimero fotal de receptores que funcionan en un minimo, con lo que los

animales pueden tener un gran numero de receptores activos (23).

E! haber limpiado una arteria coronaria blogueada, garantizaque nosevaa
obstrur otra vez. El flujo de sangre a las vesiculas colaterales para proteccion
extra de la circulacion, puede tornarse en un procedimiento simple cuando la

terapia génica sea aplicada al corazdn humano. Esta posibilidad ha sido
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manejada por el Departamente de Cardiologia de la Universidad de Chicago,
quienes son pioneros de la terapia génica somdtica en padecimientos
cardiovasculares. La terapia génica somatica es aquella en la que copwas
normales de genes son infroducidas dentro de fas células apropiadas para tratar
un desorden especifico por el reemplazo de genes anormales, la cual puede ser

tomada en cuenta para un tipo nuevo de tratamiento farmacotégico.

Esto puede acarrear el que no se tenga ningun cuidado ético de la terapia
génica en ia linea germinativa; ofro tipo de manipulacién biolégica en la cual se
introduce el material genético que convierte la parte de un marcaje genético
individual, en que puede ser pasada dentro de la linea gendtica celular, €l
propésite de la fundacion de la terapia génica somadtica es ia identificacion y
clonacion de genes, escogiendo la célula del tipo apropiada para aceptar,
desarrollar y liberar un sistema que contenga el gen dentro de ia célula, y creando

un mecanismo para el control de fa expresién de un gen en el cuerpo humano.

El material genético puede ser introducido dentro de las células apropiadas
directamente in vivo y procesado ahi mismo, siendo fa inyeccidén de ADN en el
muscule esquelético o en el cardiace. El métedo utiliza una forma de adenovirus
que expresa los genes recombinados y que puede infectar (inicamente una célula
a la vez, por un alto titulo de la solucion inyectada via catéter dentro de la arteria
coronaria 0 seno coronario. La ventaja clara es que se necesita menos de un
procedimiento invasivo, pero mucho mas persocnas pueden potencialmente recibir

este tratamiento.

Otro grupo de investigadores han reportado que la introduccion de ARN

antisentido -una pequefia pieza sintética de ARN (un oligonucledtido} que es
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complementario para el proto-oncogen MIB -implicado en la regulacién celular-
dentro de las paredes de la célula, detiene la proliferacion de las células def

muscufo liso provocando restenosis en las arterias coronarias seguida de una

angiospatia (24).

El gen defective de la fibrosis cistica (CF) -el gen res;;onsabfe fue
identificado en el afio de 1988-, es el llamado regulador de la conductancia de la
fibrosis cistica (CFTR) y es expresado en el epitelio en diversos érganos. Ei
pulmon ha sido el blanco inicial para la terapia génica de la CF ya que los
padecimientos pulmonares -caracterizados por la obstruccion de los conductos dei
aire, infecciones recurrentes, y dltimamente fallas respiratorias- son las mas serias
y limitantes de la vida. Utimamente unas cuantas vias pueden hacer frente a la
expresidn de reconstruccidn de genes por inhalacién del gen recombinante
constructor, pero complejidades en la biologia de los padecimientos pulmonares
afirman singulares desafios. El gen de la CF es regulado de manera altamente
especifica por una célula en el puimén de un adulio humano; es productivo -el
CFTR- por el momentc expresado en subpoblaciones de células por todo el
epitelio superficial de ambos conductos del aire y vias superiores, asi como en
células de las glandulas de las submucosas. Puede ser muy dificil para
reconstruir de manera precisa la expresion normal det gen de la CF usando las
técnicas disponibles de transfeccion de genes, no obstante puede ser necesario
para realizar un tratamiento clinico. Otra consideracién es la estabilidad de la
expresidn de genes recombinantes en el receptor -hasta que las células
progenitoras responsables de la poblacién del epitelio pulmonar sean identificadas
y hechas accesibles para la fransfeccidon de genes, para pacientes que

probablemente requeriran repetir el tratamiento-.
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El acierto primario en la investigacién de la terapia génica para la CF en
sectores, tanto comercial y académico, es el desarrolio de un vehiculo para la
liberacion normal del gen para la CFTR directamente deniro del pulmén. Las
demandas de este producto serfan altas. Es mas eficiente la transfeccion de
genes dentro de células indivisibles del epitelio de los conductos detl aire en una
manera que sea segura y técnicamente practica. Ademas, la expresién de genes
recombinantes deberia ser programada, y el vehiculo no debe ser inductor de una

respuesta inmune.

En principio, los adenovirus recombinantes tienen las propiedades
biologicas para tales vehiculos. Esta familia de virus, que normalmente causa
infecciones del tracto superior respiratorio, pueden ser modificados para 1a terapia
génica por el reemplazo de un gen que controla la replicacion viral (Efa y £1b)
con un minigen normal (CFTR). Experimentos en la rata del algodén, un animal
que se asemeja al hombre con respecto a la biclogia de adenovirus humanos, han
mostrado que los adenovirus recombinantes pueden realmente transfectar genes
de CFTR recombinantes a fas células de las vias respiratorias. El epitelio humano
de la CF reconstruido in vifro ha ayudado a demostrar eficientemente la
transfeccibn de genes mediados por adenovirus y la coreccidn de las

propiedades bioeléciricas del epitelio.

Se han descrito resultados de pruebas clinicas en las cuales adenovirus
recombinantes, que contienen el gen normal de CFTR, fue introducido dentro del
epitelio nasal de 3 pacientes con CF. La razén para la evaluacion de las
consecuencias de la transfeccion de ganes en la nariz, es debido a que ei epitelio
nasal s una extension del epitelio del pulmédn y es accesible para la cosecha de

células y el desarrollo directo de las mediciones de funciones correspondientes. El
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defecto en el transporte de cloruros, es medido por voltajes transepiteliales, los

cuales fueron corregidos en 3 pacientes.

L.a transferencia de genes mediada por liposomas ha emergido como otra
promigoria via de tratamiento para el padecimiento de la CF pulmonar. Diversos
grupos han usado modelos de ratén de CF generada por la mutacion directa in
situ de los genes de CFTR en células dei tronco de embriones, para evaluar la

eficacia biolégica del complejo ADN-liposoma.

En ambos estudios, la conductancia de cloruros mediado por AMPc¢, el cual
es reducido en CF de raton y de humanos, fue como minimo parcialmente
corregida. Mediciones de transporte de cloruros en estos estudios no son faciles,
porque el ratén en general tiene una conductancia de cloruros independiente a

CFTR (25).

La hemofilia B es un desorden de la cadena X en la coagulaci6n de la
sangre, resuitado de una deficiencia de la produccion del factor 1X en el higado.
La enfermedad afecta a 1 de 30,000 hombres y puede resultar en severos
episodios de sangrado que requieren infusiones de productos de la sangre que
contengan el factor 1X. Como un resultado de una terapia previa de reemplazo de
proteinas humanas, sobre una media de pacientes con hemofilia 8 son infectados
con el virus de inmunodeficiencia o virus de hepatitis; un producto fibre de virus y
el factor IX notrombogénico son ahora estudiados, pero debido a los altos costos
del tratamiento, los protocolos no incluyen profilaxis y la terapia es iniciada
después de que el sangrado comienza. Un gran numero de tejidos son los
érganos blanco para una terapia génica somatica de la hemofitia B, incluidos los

fibroblastes, mioblastos, células endoteliales, queratinocitos y hepatocitos. Ya que
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el higado es el drgano sintetizador del factor [X, representa un blanco natural para

la terapia génica de reemplazo.

Se ha reportado de que hepatocitos pueden ser transducidos in vivo por
infusion de vectores retrovirales recombinantes dentro de la vascularizacién portal
de un ratén después de hepatectomia parcial. Para determinar si es el mismo gen
que pueden ser retenidos en animales més grandes (como perros), el equipo de
investigadores (constituido por miembros del Colegic de Medicina de Houston
Texas, EE.UU.) introdujeron un vector viral amfotréfico (LBGpgk) que transporta al
gen para B-galactosidasa de Escherichia colf directamente dentro de la arteria
portai de perros normales 3 veces a cada uno por 3 dias después de la
hepatectomia parcial. Dos semanas después, los hepatocitos fueron aislados y
tefidos; las secciones del higado de estos animales fueron similarmente
analizados. La porcidén de células que fueron teflidas representa fa transduccion
frecuente de hepatocitos y fue entre 1 y 0.3% en dos animales. La eficiente
transduccién es similar a la previamente observada en ratones; analisis

histolégicos rutinarios revelaron inexistentes condiciones patoldgicas en el higado’

(29).

Desde la clonacidon de genes de la distrofia muscular, uno de los mas
grandes aislamientos hasta la fecha, la distrofia muscular de Duchenne (DMD) ha
tenido el mas grande interés como blanco para [a terapia génica. La enfermedad
aflige a 1 de 3,500 nifos cada afio y es la mas severa de las distrofias
musculares, causando desgaste muscular progresivo y muerte hacia la edad de
20 afos. No obstante gue la clonacion de los genes ha revolucionado los

diagndsticos, el dnico tratarmiento disponible para los pacientes de DMD es
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paliativo. De aqui lo atrayente del empleo de genes de remplazo como una

potencial terapia

Existe evidencia reportada en la que se indica que la expresion de un gen
recombinante, que codifica la proteina extraviada, la distrofina, puede prevenir fa
destruccion del masculo y preservar la funcién del muisculo en un modelo animal
de distrofia muscular (30). La informacién obtenida menciona que en un raton mdx
{al igual que los pacientes con DMD, tienen una aberrante distrofia de genes) la
sobrexpresion de una cadena de distrofina complementaria a lo largo del ADN, no
Gnicamente dirige para una fibra morfoldgica de un muasculo normal, sino también
para una fuerza y poder normal en el diafragma, resultando asi de un particular

interés para el fallo respiratorio, fa causa principal de muerfe en el hombre.

En ratones transgénicos estén presentes en 50 veces los niveles normales
de distrofina sin efectos adversos; ordinariamente la distrofina se encuentra
Unicamente en un 0.002 por ciento del total de las proteinas del musculo
esquelélico. Estos niveles bajos pueden ser asegurados por el tamafic de 2,300
Kb del gen desde la cual una singuiar transcripcién es probablemente producida
cada dia. La severidad de! padecimiento se muestra para depender en parte a la
cantidad de distrofina, debido a una pequefa cantidad o la ausencia de proteinas
en DMD, aunque dados los niveles intermedios de distrofina, se asocian méas con

la distrofia muscular benigna de Becker.

Una acercamiento alternativo para el reemplazo de genes es la
transplantacion de mioblastos. Esta presenta la ventaja de que los genes
completos de la distrofia pueden ser fiberados con las secuencias regulatorias

intactas, con lo cual se garantiza que diferentes franscripciones y proteinas seran
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producidas en el tiempo apropiado. Los acercamientos fueron estimulados por
estudios animales, los cuales indican gue inyecciones de mioblastos cruzan la
barrera basal y regresan en partes integras de fibras musculares maduras del

hospedero.

Las estrategias de la ingenieria genética diferentes a las del reemplazo de
genes, pueden ser contempladas en donde se podria compensar para la carencia
de dis@roﬁna en DMD. Por ejemplo, para sobreregular genes en autosomas que
codifiquen moléculas iguales a la distrofina, tal como la utrofina, que es
normalmente expresada en el desarrolio temprano pero, como fa distrofina, es
conjuntamente localizada con DAGs (distrofina asociada a glicoproteinas) en la

unidn neuromuscular.

Otros estudios se han enfocado a inducir un modelo alternativo de unién de
ARN de distrofina, cuyos cambios se llevarian a cabo en [a fabricacion de lecturas
que reditden en proteinas cortas y funcionales. Un mejor entendimiento del
responsable inflamatorio, la naturaleza y el papel de los canales de calcio, y otros
mecanismes que guien a la degeneracidn del misculo y muerte de Ias fibras en
DMOD, podrian ser explotadas para preservar la funcién de las fibras musculares

en la ausencia de distrofina (31).

El Comité Consultivo de ADN Recombinante (RAC) de los Institutos
Nacionales de Salud, de los EE.UU. estd instalando un subcomité para considerar

las ediciones €licas iguales a las levantadas por la terapia génica en fetos.

Una de Ilas mas importantes ediciones publicadas en noviembre de 1994

fue sobre el balance entre los riesgos v beneficios de las alteraciones genéticas
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de células de la linea germinal (espermatozoides y 6vulos) que podrian recaer,

como resultado, ser pasadas en subsequentes generaciones.

En el presente, las pruebas de terapia génica son permitidas unicamente en
células somaticas en adultos y nifios y cualquier cambio son por lo tanto no

hereditarios.

En linea con esta practica, los primeros protocolos para la terapia génica
fetal son igualmente para células somaéticas, aunque [a Divisidn de investigacion
inmunolégica en el Hospital Infantil de Los Angeles ha mencionado que los
escenarios tempranos en desarrollo prenatal son de mucho mayor riesgo gue un
vector que entrard en todas las célufas -incluyendo células germinales-. De hecho,
un reporte hasta ahora no ha publicado, muestra que un nuevo material genético

introducido en las células del (tero de un cordero son pasadas a sus crias.

La terapia génica fetal puede ser de gran valor para enfermedades en gue
el dafio es irreversible antes del nacimiento o tengan un valor alto de la mortalidad
fetal, ademéas es una option en el caso de que la mujer no tenga el desec a un

proceso abortivo (32).

55



TERAPIA GENICA

4. CAPITULO TERCERO
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4.1 TERAPIA GENICA EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER

La intreduccion de nuevas técnicas, para el tratamiento en contra de males
que a menudo disminuyen el tiempo de vida normal de un paciente, es ahora una
realidad. Con la creciente necesidad de desarrollo de fArmacos oncogénicos, la
terapia genica se presenta como una opcidén a no muy fargo plazo para la ayuda al
combate en contra del cancer, lo que representa una enorme y valiosa aportacién

al desarrollo cientifico.

Sin lugar a duda, el desarroflo tecnolégico tiene un significado trascendental

en el desempenio de la ciencia en favor del bien comtn.

A través de los afios se han buscado técnicas aplicables para el tratamiento
del cancer y otros males generalizados, iniciando por la amputacion de miembros
y finalizando hasta la radicterapia, pasandoe por la quimicterapia y la extirpacion de
los cuerpos oncogénicos. Ahora se presenta la oportunidad de contrarrestar al

cancer con otro tipo de herramienta, la cual se describe a continuacién,

Los glioblastomas son los mas comunes de los males primarios de tumores
cerebrales, el cual es considerado incurable. Acercamientos multimodales
actuales, contribuyen en una pequefia cantidad al prolongamiento de la vida
media de los pacientes (de 9 a 12 meses). La infeccion preferencial € integracion
de retrovirus dentro de células en divisién, ofrece un Gnico mecanismo para la
ubicacion del blanco de la transfeccion de genes en el tumor con la destruccién de
celulas de gliomas de las contagiosas, de esta manera, el cerebro, &l cual no se
puede regenerar, es protegido. Este sistema utiliza fransfeccién de genes ex vivo

con citosinas ¢ genes del compiejo principal de histocompatibilidad (MHC) para
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induclr una regresidn tumoral mediada inmunolégicamente. Se trata de un
acercamiento en el uso de genes "suicidas" de susceptibilidad a farmacos para la
destruccion selectiva del tumor. Estos sistemas de transfeccion utilizan vectores
retrovirales incapaces de replicar, que son continuamente liberados por acciones

de la ingenieria genética para producir lineas celulares.

En un esfuerzo por desarrollar métodos de transfeccion de genes in vivo
para el tratamiento de males localizados, €l equipo de neurocirugia del Instituto
Nacional de Desdérdenes Neurologicos y el Centro Clinico Stroke, en Bethesda
Maryland, dirigidos por el Doctor Zvi Ram, han realizado experimentos para el
tratamiento de tumores cerebrales con la transfeccién in sity de genes mediado

por retrovirus.

E! equipo de neurocirujanos afirma gue se tiene un efecto antitumoral, si se
inyectan directamente células productoras del vector timidina cinasa del Herpes
simplex HStk, dentro de cerebros de ratones en crecimiento. Se tienen resultados
preliminares en los cuales se realizé Ja transduccion in vivo de tumores cerebrales
con el gen HStk en un modelo murino. En este experimento la inyeccion de 3 x
10° células productoras de HStk, seguido por tratamiento con alfas dosis de
ganciclovir (300 mg/kg/dia), indujo la regresidn de HStk transducido en tumores en
11 de 14 animales tratados, comparados al 100% de incidencia en los controles.
El ganciciovir es fosforilado por la timidina cinasa para producir trifosfatos toxicos,
ios cuales interfieren con {a sintesis de ADN tumoral, resultando en la muerte

preferencial de las células tumorales transducidas (36}.

Al igual que el equipo de investigadores anteriores se han esforzado por

encontrar una solucién que brinde una esperanza en contra del cancer, se han
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descrilo otros experimentos extremadamente similares en distintas regiones de la

unién americana. (43)

Extrapolando los resultados obtenidos, la aplicacién hacia una terapia en
humanos debe ser evaiuada para fos posibles candidatos, ya que la forma activa
del farmaco antiviral es toxica en altas conceniraciones. Sin embargo, significa el
paso inicial de una terapia de manipulacién in vivo para los genomas tumorales,

Aplicaciones de “terapia génica de cifosinas en céfulas tumorales ubicadas”
{manipulacién genética de células tumorales para producir citosina) han
comprobado provechosamente la determinacion del potencial de esta terapia
antitumoral en sistemas animales. Este acercamiento ha sido usado exitosamente
para investigar los efectos antitumorales de IL-2 (interleucina 2) , IL-4 (interleucina
4), IFN-y, {interferén-y), TNF {factor necrosante de tumores), y factor estimulante

de colonias de granulocitos.

La transfeccién de genes de citosina a células tumorales como blanco
puede sobreponerse a algunos de los inconvenientes practicos del tratamiento
sistémico de citosina {por ejemplo, corta vida media, dificultad para obtener ia
dosis optima para el sitio del tumor, toxicidad, etc.). Al desarroflar esta clase de
experimentos, un grupo de investigadores europeos constituidos por miembros del
Laboratorio de Virologia, del Istituto Superiore di Sanitd, de Roma ltalia y el
Laboratorio de Oncologia Viral, del Institut de Recherches Scientifiques sur le
Cancer de Francia, dirigidos por la Doctora Maria Ferrantini, comprobaron la
efectividad de diferentes citosinas en ratones con células de leucemia "amigable”

(FLC). En este sistema particular de tumores, se repiten altas dosis de
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inyecciones de IFN-w/, siendo altamente efectivo en la inhibicién del crecimiento

del tumor en los ratones. (37)

Las células FLC fueron transfectadas con un vector retroviral que contiene
el gen de IFN-¢, el cual se llega a producir en cantidad considerable. Por ofra
parte, inyecciones colaterales de las células productoras de IFN dan como
resuftado el mismo efecto antitumoral que se tiene cen la insercion def gen dentro
de los ratones. Al desarrollar asi esta técnica, se verificd la tumargeneicidad que
tiene et FLC al llevar un grupo control de animales a los cuales se les introdujo
anticuerpos anti-iFN, con lo cual se realzé |la importancia de las citosinas en la
terapia génica. Sin embargo, este tipo de terapias como muchas mas, resultan ser

innovadoras para la creciente demanda de alternativas al tratamiento del cancer.

La identificacién de factores solubles como meduladores de la respuesta
inmune han guiado a su incorporacion misma en los protocolos designados para
aumentar a respuesta inmune antitumoral. Por ejemplo, la administracion
sistémica de IL-2, sola 0 en combinacién con otros fratamientos, tiene profundos
efectos inhibitorios en tumores progresivos de animales experimentales, pero
unicamente limitados beneficios terapéuticos cuando son administrados a
pacientes con cancer. La limitada eficacia de IL-2 en la inmunoterapia para el
cancer es debido en parte a la toxicidad de la misma, resultado de la necesaria

administracién de las altas dosis de la citosina al paciente,

El Servicio de Urclogia y el Programa de Biologia Malecular del Centro
contra el Cancer Sloan-Kettering en Nueva York, dirigido por el Doctor John
Connor, propuso un desarrolio para la regresién de tumores de vejiga en ratones

tratados con células tumorales modificadas genéticamente para producir IL-2. Los
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tumores de ratones utilizados en este experimento fueron MBT-2 como buenos
modelos de tumores de vejiga en humanes. La {L-2 humana y los genes del IFN-y
se introdujeron por medio de vectores retrovirales y fueron expresados en las
células MBT-2. La capacidad de formacién de tumores por parte de los genes
modificados de citosina de las células MBT-2 fue significantemente disminuida:
desde entences no hay tumores formados en el ratén inyectado con células
secretoras de IL-2 o IFN-y. En el 60% de los animales tratados, el tumor es
cesado completamente y los animales permanecen vivos y libres de tumores
detectables en la duracidon de un periodo de observacién. Tratamientos de
animales con carga tumoral y ademas células MBT-2 secretoras de [L-2, fue
superior al uso de cisplatina, un agente quimioterapico usado en ef tratamiento de

cancer de vejiga (38)

En los Gltimos afios se ha tenido un interés especial hacia las citosinas
como medio para recurrir al tratamiento del cancer por accién del sistema inmune.
Recientemente se torna la atencion hacia la IL-12, para estimular la inmunidad
antitumoral sistémica. La fL-12, originalmente denominada factor estimulatorio de
células naturales asesinas (NKCSF), hace que significativamente mejore la
actividad cifotdxica de las células NK; es normalmente expresada por macréfagos
y linfocitos B. La IL-12 es viable para facilitar una respuesta citotéxica de linfocitos
T {CTL), para actuar como un factor de crecimiento para ambas células activadas,
T y NK, o bien para estimular fa produccién de IFN-y de células T y NK. En
adicién, se ha demostrado que estimula la diferenciacion y expansion de células
TH1, un subgrupo de células T inductoras. Linfocitos TH1 producen IL-2 e IFN-y y
estan involucradas en una respuesta inmune mediada por c¢élulas, en contraste

con las células TH2, las cuales producen |L-4, IL-5, e IL-10 que enfocan su
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cooperacién a la inmunidad humoral. Estos variados efectos de IL-12 sugieren

que podria ser un potente estimulador de {a inmunidad antitumoral,

El vector retroviral usado como vector inicial para la expresion de IL-12
activada biolégicamente fue desarrollado por los Drs. P. Robbins, v B. Guild del
Departamento de Genética Molecular y Bioguimica, de la Escuela de Medicina de
la Universidad de Pittsburgh. Este vector ha sido utilizado para expresar diversos
productos de genes, incluyendo citosinas en altos niveles. Ef vector MFG es un
vector simplificado que contiene una region del gen gag (gag-medio) para
incrementar la concentracion viral, el aceptor unido env, y sitios de clonacidn
5'Ncol y 3'BamHI para la insercién del gen terapéutico. El gen terapéutico de
interés es insertado dentro de MFG pero donde el coddn inicial de transtacién es
fusionado al ATG de! gen viral env. La insercidn del gen es codificada por un
conductor unide de mensajes LTR que aparece para ser eficientemente traducido.
Sin embargo, esto no es un promotor adicional para dirigir la expresién de un
segundo gen insertado. Por lo tanto, para expresar dos genes en el mismo vector
MFG, el sitio interno de entrada de ribosomas (IRES) para el virus de la
encefalomiocarditis (EMCV) fue insertado dentro MFG. Las secuencias de IRES
permiten a los ribosomas ensamblarse, e iniciar la translacién por un mecanismo
interno de ATGs sin ARNm y de este modo permitir la translacion de dos genes

codificados por un mensaje sencillo. (39)

E! uso de anticuerpos para et blanco de células cancerosas y su terapia, ha
emergido como una mayor drea experimental en investigacion clinica. Estudios de
potenciales aplicaciones terapéuticas de anticuerpos monocionales (mAb) han
sido enfocados principaimente en dos areas. Una invelucra el uso de anticuerpos

como vehiculos de liberacién de agentes citotéxicos tales como farmacos, toxinas,
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y radionucledtidos; no hace mucho tiempo que las otras areas toman ventaja de la
funcidn efecto o de propiedades antigénicas de anticuerpos para actuar en
concierta con otros elementos del sistema inmune del hospedero. Estudios en
diversos laboratorios han mostrado que las regiones variables del heterodimero
del receptor de células T {TCR) puede ser sustituido con unas de las cadenas
ligeras y pesadas de las regiones variables de la inmunoglobulina (ig} para
reasignar nuevas especificidades a células T, del mismo modo-como ha sido
mastrada con anticuerpos bicespecificos. De este modo, la transfeccién de genes
quiméricos TCR-mAD a lineas de células T ¢ hibridomas gutan para ia aparicién
de receptores quiméricos en la superficie de la célula, con lo cual, una reaccién
con el antigeno, resulta en una activacion de células efectoras y asesinas de
células blanco no restringidas por el MHC. Una de las ventajas potenciales del uso
de linfocitos gue han sido modificados con los genes quiméricos TCR-mAb para
inmunoterapia adoptiva, es la p}oduccién de alin més la poblacién homogénea de
efectores que contengan un alto porcentaje de células reactivas asesinas de
tumores. Esto es en torno a los bajos requerimientos para una terapia de

citosinas.

Los estudios realizados por el grupo de investigadores de fa Division de
Inmunologia, de! Instituto de Invesfigacion Beckman de la Ciudad de la
Esperanza, Duarte California, encabezados por el Dr. F. James Primus,
demuestran que la administraciéon exégena del mAB D612 en ratones atimicos
(desnudos) que sufren de implantes tempranos de carcinoma de colén humano
de xenotransplantes, producen marcada inhibicion del crecimiento tumoral. No
obstante la actividad tumoricidia requiere relativamente altas dosis de mAb,
tnicamente una dosis fue necesaria para inhibir el crecimiento det tumor. La

observacion de que las células del carcinoma transducidas con genes de mAb
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codifican para un anticuerpo que puede participar en la citotoxicidad mediada por
células dependientes de anticuerpos (ADCC), sensibiliza la citotoxicidad celular
mediada por el receptor de la fraccion cristalizable (FCR), lo cual sugiere que en
su crecimiento también puede ser inhibida in vivo. El crecimiento del tumor fue
comparado entre el raton atimico donde se implanté la linea celular de carcinoma
de colon con los genes de la cadena ligera y pesada del D612 (L.S-174T), y los
rafones que no se transdujeron o que fueron transfectados con las células
tumorates que contenian la cadena ligera Unicamente. No hubo términos largos de
supervivencia en animales implantados con células transducidas LS-174T y
ambos genes mAb D612, tuvieron una significante ventaja en la supervivencia en
los ratones implantados con las posteriores células. De este modo, aln cuando el
nivel de fa produceidn de mAb por las células tumorales transducidas es bajo, el
deterioro del crecimiento observado es esas células in vivo es similar al que se
obtuvo siguiendo el tratamiente del carcinoma no modificado con

xenotransplantes con administracién sistémica de mAb D612.

Et experimento anterior demuestra que fas células tumorales son capaces
de producir 1a reactivacién por si mismas de anticuerpos siguiendo la transfeccién

de genes mAb. (40)

Recientemente se ha observado que células C8 de glioblastomas de rata
transfectadas con un vector episomal de expresion, producen antisuero igual a la
insulina del factor | de crecimiento (IGF-1), el ARN pierde tumorgeneicidad e
induce una reaccién inmune mediada por células T, ambas contra si mismas y en
contra de sus células progenitoras tumorgénicas no transfectadas, en animales
singénicos. Derivaciones de cultivos de células C6 expresan altos niveles de IGF-|

¢ IGF-Hl, en donde las primeras se manifiestan, como muchas otras, como
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tumores malignos primarios humanos. Es de modo importante imponer la
generalidad del efecto del antisuero de IGF en la inmunogeneicidad de tumores
en orden para ayudar a evaluar este potencial clinico. En adicion, IGF-Il es
considerado para ser un factor importante de crecimiento y/o diferenciacién

durante el desarrollo normal de un feto.

El teratocarcinoma estd formado de células de carcinoma de embridn
indiferenciadas (EC) y varios tejidos somaticos entremezclados. Las lineas de
célutas de teratocarcinoma humano y de ratén producen IGF-l1 y el tipo | del
receptor IGF. Estos tipos de tumor se originan de células germinales ectopicas por
afuera de las gdnadas o de inclusiones embridnicas, con las células

pluripotenciales que escapan de la influencia de organizadores embrionarios.

la  histopatologia del teratocarcinoma murino se asemeja al
teratocarcinoma humano. Ambos tejidos comprometidos son derivados de los tres
esiratos de la linea germinal primaria; mesodermo, endodermo y ectodermo. En
adicién, las células EC pueden revertir desde ei fenotipc maligne y participar en el

desarroflo normal.

Las células del embrién de carcinoma murino PCC3 expresan IGF-l y es
receptor, a intervalos de todas las estructuras fumorales derivadas que expresan
IGF-l e IGF-Il y sus receptores. Con una estrategia de antisuero episomal, el
equipn de investigadeores dirigidos por el Dr. Jerzy Trojan, del Instituto de
Patologia del Centro contra el Cancer de la Escuela de Medicina de la Universidad
de la Reserva de Cade Western en Cleveland Ohio, definieran el papel para IGF-|
en la tumorgeneicidad y evasion de la vigilancia inmune. El antisuero de IGF-I EC

transfectado fue evaluado para elucidar una respuesta inmune antitumoral con
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regresion tumoral en diferentes sitios. En contraste, IGF-Il fue evaluado para dirigir

fa determinacién y diferenciacién en células EC.

Las abservaciones generadas por el equipo de investigadores pueden ser
generalizadas asumiendo que el papel de la diferenciacién de IGF-H en células EC
es mediada por el receptor tipo |l IGF. En la presencia de i1GF-t, 1GF-l es incapaz

de inducir 1a diferenciacién de tejidos y estructuras. (41)

Pacientes con células espumosas de carcinoma del cuello y cabeza
(SCCHN) son afligidos con un proceso de padecimientos que frecuentemente
tiene profundos efectos en el habla, en la deglucién, y la digestion. La
supervivencia promedio de estos pacientes ha permanecido en aproximadamente
un 45% durante cerca de 30 afios, desde que la cirugia y la radioterapia fueron
instituidas. El tratamiento de fallas en estos pacientes pemanece local y regional:
solo el 16 al 15% de los pacientes con esta enfermedad mueren debido a

metastasis.

Recientes estudios se basan en la pérdida de la heterocicidad del
cromosoma 9p21-22 como la mas frecuente alteracidn en SCCHN, los cuales
sugieren que podrian ser un aliciente en progreso hacia este neoplasma. Eil gen
de! tumor supresor p53 ha sido sujeto de un inmenso interés e investigacion en
recientes afios. Alteraciones en el gen p53, incluyendo la supresidn, insercion y
mutacién puntual, son los mas frecuentes eventos genéticos en diferentes
carcinomas, tales como el de colon, de mama, y pulmén, asi como sarcomas de
tejido blando y leucemias, Diversos investigadores han demostrado la alta

frecuencia de las alteraciones del gen p53 en SCCHN.
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Numerosos reportes han demostrado que el crecimiento de diversas lineas
celulares de cancer humano, incluidos ios representativos de colon, glioblastomas,
de mama, y osteosarcomas, pueden ser funcionalmente suprimidos por la
transfeccion de ADN o la transfeccién mediada por retrovirus del gen nativo p53.
Este gen puede tener un importante papel no Gnicamente en el crecimiento
celular, sino en la apoptosis (muerte celular programada). La induccién de la
expresion exdgena del gen p53 ha demostrado inducir apoptosis en fineas de

cancer de colon y en céncer esferoide de pulmén humano.

El equpo de investigadores dirigidos por el Dr. Liu Ta-Jen, del
Departamento de Cirugia de! Cuello y Cabeza, de ta Universidad de Texas, en
Houston Texas, demostrd [a supresién del crecimiento del cancer de este tipo de
extremidades, utilizando un vector adenoviral del tipo siivestre AdSCMV-p53, que
provee un atractivo sistema de liberacién para investigar los efectos dei gen
ex6geno p53 en lineas de células SCCHN tanto in vivo como in vitro. La infeccion
por el adenovirus can p53 en las células SCCHN, indican una produccion de 10
veces por arriba de los niveles ARNm de p53 con respecto a las células tratadas
sin el gen. Un estudio especifico muestra que los niveles incrementados de la
proteina producida por el gen p53 en las células infectadas via AdSCMV-p53, son
un reflejo de la expresion de ARNm del gen p53. Ensayos del crecimiento in vitro
revelan que la detencion del crecimiento es seguida por la infeccion del AdSCMV-
p53 como células con cambios morfoldgicos consistentes con la apoptosis.
Estudios in vivo en ratones desnudos con carcinoma espumoso en néduios
establecido subcutanecs indican que el volumen del tumor son significativamente
reducidos en los ratones tratados que recibieron infiltracion peritumoral de

AdSCMV-p53. (42)

67



TERAPLA GENICA

La activacidbn de farmacos antivirales como una consecuencia de la
expresidbn de timidina cinasa ha sido mostrada en afos recientes como un
potencial en el tratamiento de tumores malignos. Al igual que ofros investigadores
ulilizan el gen de timidina cinasa del Herpes simplex para el tratamiento de
tumores en las células de la glia, los investigaderes del Departamento de
Radiacidén Oncolégica del Hospital Henry Ford, en Detroit Michigan, recurrieron a

este gen para un mejeramiento selectivo por medio de un agente antiviral. (44)

La utilizacion del gen de timidina cinasa del Hermpes simplex no solamente
se enfoca a males localizados, sino que el equipo de investigadores de la
Fundacién Imperiat en Investigacién en Céancer en Londres, Inglaterra, y el
Departamento de Pediatria Experimental de la Universidad de Texas, en Houston
Texas, dirigidos por el Dr. Richard Vile, utilizaron la expresion del tejido especifico
del gen del HSV-tk en una terapia génica sistémica de melanomas murinos para

obtener un componente inmune. (45)

Las estrategias desarrcltadas por la terapia génica pueden permitir a la
medicina contemporanea incrementar el manejo de tumores solidos malignes,
Esto es afirmado por el grupo de investigadores del Departamento de Cirugia
Toracica de ia Universidad de Texas, en Houston Texas, guiados por el Dr. Gary
Clayman, los cuales realizaron terapia molecular /n vivo con el gen p53 del
adenovirug para el tratamiento de residuos microscopicos de carcinomas

espumosos en cuello y cabeza. (46}

La pared arterial es una estructura compleja multicelular, la cual es
importante en la regulacion de la inflamacién, coagulacidn, y la regulacion del flujo

de sangre. Las células musculares vasculares lisas (SMC) son localizadas
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predominantemente en la tinica media arterial y son importantes reguladoras del
tono vascular y la presién vascular. Los dafios arteriales resultan en la migracién
de SMC dentro de los estratos intimos de la pared arterial, donde proliferan y
sintetizan componentes de la matriz extracelular. Esta respuesta proliferativa
neointima de SMC ha sido implicada en la patogénesis de la ateroesclerosis.
Ademds, el daflo arterial después de angicpatia de halén percuténea de las
anterias coronarias, resulta en la proliferacion neointima de SMC vy clinicamente
significa la restenosis en el 30 al 50% de los pacientes. Algunos factores de
crecimiento inducen a la proliferacién de SMC vasculares jn vifro y en in vivo. Esta
redundancia en el factor de crecimiento sefiala, que terapias citotdxicas efectivas
para desérdenes proliferativos vasculares podrian tomar como blanco de ciclos
celulares nucleares de sendas regulatorias bastante mas que signos proximales
de transduccidn de moléculas. Este tipo de experimentos fue realizado en la
Universidad de Chicago en Chicago llincis, por el Departamento de Medicina

Patolégica, dirigidos por el Dr. M. Chang.

E! producto del gen de retinoblastoma (Rb) esté presente en la forma activa
y afosforitada de SMC inactivas arteriales primarias, pero es rapidamente
inactivada por la fosforilacién en respuesta al factor de estimulacién del
crecimiento in vitro. Una replicacién defectiva de un adenovirus codifica a formas
no fosforilables, constitutivamente a la forma activa de Rb que fue construida. La
infeccion de culfivos primarios de SMC de aorta de rata con este virus, inhibe la
proliferacion del factor estimulatorio de crecimiento de células in vifro. La infeccion
anterial localizada con el virus en ef tiempo de la angiopatia de baldn, reduce
significantemente la proliferacién de SMC y la formacion necintima en ambos

modelos de restenosis animal, cardtides de rata y arteria femoral porcina. {47)
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5.1 TERAPIA GENICA PARA EL SINDROME DE
INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA

Desde que la humanidad existe como tal, ha tenido una serie de
padecimientos que la acompafan desde tiempos inmemoriables, iniciando por
simples afecciones que causan malestares como la presencia del rinovirus en el
cuerpo, hasta ias infecciones generalizadas como en &l caso de la peste bubdnica

la cual arrasaba con las poblaciones.

En tiempos mas recientes se ha visto como un gran ndmero de personhas
han perdido la vida como consecuencia de la aparicién de un nueva infeccién
causada por un virus {virus de inmuncdeficiencia humana, ViH), que demanda
cada vez més y de forma acelerada la vida del portador del mismo. Es aqui
donde |a terapia génica otorga un emplazamientc del tiempo de vida promedio y

podria curar en un futuro la infeccion ocasionada por el VIH.

Uno de los mejores aciertos que han tenido dltimamente las investigaciones
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA} ha sido {a identificacién de
una clase de moléculas que pueden especificamente interferir con la replicacion
de! ViH-1. Se han descrito una serie de moléculas potenciales anti-VIH-1
producidas por una mutacién especifica para afectar adversamente la estructura o
funcidn viral. Estas moléculas son el blanco viral directo por inclusion de los genes
estructurales modificados de los virus originales. Efectos terapéuticos son
introducidos por una u otra de las mutaciones transdominantes de los mismos

genes estructurales, o por la fusion de una enzima para el gen estructural.
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Como una alternativa para los genes estructurales basados en estos
acercarmientos, &l equipo de investigadores del Departamento de Biologia del
Céancer, de la Escuela de Salud Piblica de Harvard, en Boston Massachusetts,
dirigidos por el Dr. Zene Matsuda, han buscado avidamente la identificacién de
una proteina basada en un gen estructural que podria ser especificamente
tomado como blanco para la practica terapéutica y disminuir la infeccién. El
equipo espera encontrar una molécula candidato, que tenga una secuencia
especifica de asociacién viral y actividad inhibitoria. Ademas de estos dos
requerimientos esenciales, el equipo tomd 3 criterios para la seleccion de ia
molécula apropiada: 1) La proteina debe de ser extrafia para VIH-1 y no ser
codificada por el genoma del VIH-1; 2} La proteina debe de ser lo bastante
pequefta para facilitar futuras modificaciones y andlisis; 3) La proteina no debe de

tener actividad enzimaética irrelevante que requiera de regufacion.

Basados en estos criterios, este grupo ha probado la Vpx, una proteina
accesoria no estructural asociada al virus de VIH-2 y al viug de la
inmunodeficiencia en simios (VIS). Vpx es una pequefia proteina con una afinidad
a los acidos nucleicos, esta afinidad puede ayudar a causar un disturbic en la
organizacién molecular de! VIH-1 cuando Vpx estd presente en el virus. Esta
molécula de tamafic pequeiio podria facilitar ta produccién de derivados Vpx que

tienen efectos inhibitorios para el ViH-1. (48)

La proteina Tat es un potente transactivador de {a expresién del gen del
ViH-1, y puede tener funciones adicionales en la patogénesis del SIDA,
incluyendo el efecto como factor del crecimiento celutar vascular, el cual puede
ser relevante para el sarcoma de Kaposi asociado al ViH. Por lo tanto, Tat es un

blanco deseable para una terapia de intervencién en contra de la infeccion del
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ViH-1. EI ARN de tar (responsable de activacién de Tat) forma una estructura de
“lazo de tronco” y Tat se une a esta regidn saliente con alta eficiencia. Esta
interaccion de proteinas-ARN es esencial para la activacién de Taf en la region de
repeticidn larga terminal (LTR) del VIH-1. El grupo de investigadores del
Laboratorio de Biologia Celular de Tumores, del Instituto Nacional del Cancer, de
los Institutos Nacicnales de Salud, en Bethesda Maryland, guiados por la Dra.
Juhana Lisziewicz, demostraron que un ARN corto de far polimérico puede inhibir
la transactivacidn mediada por Tat de la LTR de VIH-1 en ensayos de transfeccion
pasajeros. El ARN atrayente, compatible con los elementos de la respuesta de la
activacion polimérica de Tat (TAR), se favorece la competencia por la unién de
Tat en un equilibric con el ARN del TAR viral, con lo cual se inhibe la replicacién

viral. (49)

La replicacién del VIH requiere interacciones entremezcladas con el
genoma viral, proteinas regulatorias sintetizadas por el virus, y factores celulares.
De este modo, Rev es una proteina viral esencial traducida desde un ARNm viral
altamente unido, sintetizado tempranamente en la infeccidn del virus. Esta
proteina nuclear de 19 kDa actia en concierto con factores celulares del
hospedero para facilitar la exportacién de ARNm viral no procesado dentro del
citoplasma, por lo que se piensa que sea importante en [a regulacién de la
latencia del virus. Mutaciones en la secuencia codificadora reducen enormemente
la replicacién viral y Ia formacién de particulas. Analisis mutacionales adicionales
de esta proteina han sido identificadas como un dominic conservado altamente
rico en leucina que es requerida para la funcidn Rev, presumiblemente por
interaccion con factores del hospedero. Mutaciones en esta regién tienden a

elevar a la proteina defectiva que actlia como un inhibidor transdominante, el cual
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inhibe la replicacion del VIH en células T de leucemia y no afectan funciones

normales diversas de células T.

El conjunto de investigadores del [nstituto Médico Howard Hughes, del
Centro Médico de la Universidad de Michigan, dirigidos por el Dr. Clive Woffendin,
han evaluado la eficacia de Rev en células CD4(+) de sangre periférica de
humanos. Estas células fueron genéticamente modificadas por el uso de vectores
retrovirales o por transfeccién de genes mediada por particulas. El grupo encontrd
que ambos métodos permitian la liberacion de Rev, lo cual podria proveer
proteccién en contra de cambios en las clonas y las separaciones primarias de
VIH. Estos hallazgos facilitaran los esfuerzos para desarrollar tratamientos

antivirales clinicamente relevantes de transfeccién de genes. (50)

Las inmunizaciones intracelulares como una forma de terapia génica han
sido usadas para inhibir infecciones de VIH-1 en el nivel celular, incluidos los
acercamientos tales como ARN antisentido, ribozimas, y mutantes dominantes
negativos. Los anticuerpos expresados intracelularmente, refiriéndose como
“intracuerpos”, son una nueva clase de moléculas terapéuticas para la terapia
génica. Los intracuerpos pueden ser disefiados para unir e inactivar moléculas
blanco dentro de las células. Los investigadores de la Division de Retrovirologia
del Instituto para el Cancer Dana-Farber, dirigidos por el Dr. Wayne Marasco,
demostraron que células de mama pueden ser transducidas establemente para
producir anticuerpos intracelulares anti-VIH-1, en donde las células son

resistentes a los efectos citopaticos de la infeccion del ViH-1.

Un intracuerpo de cadena simple {antigp120}, denominado sFv105

reconoce el sitio de union CD4(+) del VIH-1 de la cubierta de glicoproteinas,
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donde es expresado constitutivamente bajo el control del promotor de! CMVIE.
lLos intracuerpos son expresados establemente y retenidos en el reticulo

endoplasmice, donde no causa efectos toxicos a las células.

Asimismo, un vector de expresién inducible fue construide en donde el
intracuerpo sFv105 estaba bajo el control del promotor LTR del VIH-1. EI
intracuerpo fue expresado después de |a infeccion del ViH-1 o en la presencia de

la proteina Tat, la cual es retenida intracelularmente

Recientes estudios demostraron que los drganos linfoides humanos son los
mejores sitios de infeccion del ViH-1. En una aplicacion de la terapia génica la
transduccién de sFv105 produce linfocitos que pueden repoblar in vivo, areas

dependientes de células T en tejidos linfoides. (51)

Los padecimientos del citomegatovirus humano {HCMV) son la mayor
causa de morbilidad y mortalidad en pacientes con SIDA. La manifestacién mas
comiin de las enfermedades del HCMV en estos pacientes es la retinitis, pero el
involucramiento gastrointestinal es reportado en 2.2 a 13.1% de pacientes con
SIDA, en donde las enfermedades diseminadas son encontradas en las autopsias
en arriba del 80% de los pacientes. Ya que la eficacia de la terapia antiviral es
influenciada por la temprana administracién, métodos répidos y especificos
pueden ser desarrollados para un diagnostico temprano. Estudios recientes han
demostrado la alta sensibilidad de hibridacién in situ para el HCMV con biopsias
gastrointestinales, pero e! método es técnicamente complejo y no puede ser
adaptado para un analisis rutinario. La deteccién de ADN de HCMV en la sangre y
orina por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido previamente

reportada en pacientes con SIDA o inmunosuprimidos. Por lo que el grupo de
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mvestigadores de la Unidad de Investigacion Clinica en SIDA vy
Hepatogastroenterologia, del Hospital Hotel-Dieu y el Institut National de la Santé
et de la Recherche Medicale en Lyon Francia, dirigidos por el Dr. L. Cotte, han
evaluado el valor del diagnéstico de la amplificacion de ADN del HCMV por PCR
de biopsias obtenidas de una poblacién de pacientes infectados por VIH con y sin

padecimientos gastrointestinales.

Los ensayos demostraron que los pacientes no infectados con el ViIH, v
ademads sin los padecimientos del HCMV, dan Ia prueba por PCR negativa. Ahora
bien, para pacentes infectados con VIH y ademas con padecimientos
gastrointestinales (la infeccién del HCMV se representa a nivel del duodeno o con

colitis) del HCMV, [a prueba por PCR es positiva en un 100% de los pacientes.

La amplificacion del ADN del HCMV de biopsias gastrointestinales es una
herramienta sensitiva y especifica para el diagnéstico de padecimientos

gastrointestinales causados por el HCMV en pacienies con SIDA. (52)

El sarcoma de Kaposi (KS) es un padecimiento angioproliferativo gue en
afios recientes, ha temdo un comportamiento epidémico en asociacion con la
infeccién del VIH. Rasgos caracterfsticos histoldgicos del KS incluyen la
profiferacion de células fusiformes de origenes vasculares considerados a ser
tumores, y de células endotehales normales formadoras de vesiculas
(angiogenésis), infiltracién de células inflamatorias, y edema. Observaciones
previas sugieren gue, en Ultimas apreciaciones, el KS no es realmente un tumor,
sino un padecimiento hiperplastico/proliferativo mediado por citosinas, con
factores angiogenésicos los cuales jJuegan un papel importante en este desarrollo.

Por ejemplo, sobrenadantes de células fusiformes derivadas de fesiones de KS de
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pacientes con SIDA, presentan propiedades angiogénicas: especificamente
inducen a células endoteliales normales a migrar, degradar, y cruzar la membrana

basal (invasién}, y a proliferar; los eventos requeridos para la angiogénesis.

Diversas observaciones sugieren que, citosinas producidas por células
derivadas de lesiones de KS en pacientes con SIDA (SIDA-KS), como el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), representan un factor angiogénico bien
caracterizado, el cual resulta el mayor contribuidor al desarrollo de lesiones
ocasionadas por KS. En pruebas realizadas in viiro, células SIDA-KS derivadas de
varios pacientes, expresan altos niveles de ARNm de bFGF, y contienen
abundantes cantidades de proteinas de bFGF fusiformes (18, 23, y 25 kDa) en su
nicleo y citoplasma. La forma activa bioldégicamente en la media extracelular de
bFGF, induce el crecimiento de las mimas células SIDA-KS y células del endotelio
normal. bFGF es también una citocina expresada in vivo en células fusiformes de
lesiones ocasionadas por el KS en humanos y detectada en ARNm y niveles de

proteinas.

Para determinar el papel de bFGF en el desarrollo del KS y para evaluar el
potenciai de candidatos a farmacos en una terapia para el KS, el grupo de
investigadores del Laboratoric de Biologia Celutar de Tumores, del Instituto
Nacional contra el Cancer, de los Institutcs Nacionales de Salud, en Bethesda
Maryland, dirigidos por la Dra. Béarbara Ensoli, probaron el oligonucledtido
antisentido fosforilado modificado (A8}, complementario para el ARNm de bFGF, y
asi bloguear el crecimiento de células SIDA-KS /n vitro en el modelo del ratén

atimico con KS.
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Los resultados demostraron que los oligémeros ASbFGF bloguean el
crecimiento de células SIDA-KS in vilro e inhiben la formacién angiogénica del KS,
asi como lesiones inducidas por inoculacidon de células SiDA-KS en el ratén
desnudo. Estos efectos son obtenidos en concentraciones no téxicas, y son
complementarios para !a inhibicion de fa produccién de bFGF, fa cual es reguerida
por células SIDA-KS para entrar al ciclo celular y promover el crecimiento celular

endotelial y la posterior invasion. (53)

El VIH causa una infeccion cronica en humanos que es caracterizada por
una gradual disminucién de células CD4(+). Estudios detaliados inmunoldgicos y
virologicos han mostrado que el SIDA es la fase final del proceso de la
enfermedad, que es continuamente activa desde el momento de fa infeccién. La
marca mas extensivamente usada para mostrar una infeccién asintomatica def
VIH-1 es el conteo de células CD4(+). Sin embargo, personas con conteos
similares de células CD4(+) pueden presentar un comportamiento diferentes para
sy velocidad de disminucion de células CD4(+), lo que resulta riesgoso para la
progresidn clinica, limitando la utilidad de los conteos de células CD4(+) como un
criterio Unico para 1a infervencion terapéutica durante el periodo asintomatico. Por
esta razon, el desarrollo de marcadores adicionales predictivos para una rapida
declinacion de células CD4(+) y la progresion de la enfermedad es de una mayor

importancia clinica.

Previamente, el grupo de investigadores del Servicio de Transfusidon de
Sangre la Cruz Roja en Holanda, y fa Universidad de Amsterdam en Holanda,
dirigidos por el Dr. Maarten Koot, describieron las diferencias en propiedades
biologicas entremezcladas de los aislamientos de ViH-1, tales como la capacidad

de inducir sincicios (Sl), el valor de la replicacidn, y el citotropismo. Estas
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diferencias fenotipicas fueron independientes de la cantidad de virus y pueden ser
reproducidas en los niveles de clonas moleculares y biolégicas. Considerando gue
ios aislamientos que no inducen sincicios (NSI) pueden ser detectados a través de
la infeccidn, los aislamientos S| generalmente se desarrollan (nicamente en el
curso de la infeccion del VIH-1 y tiende a preceder el desarrollo del SIDA en el 50

al 60% de pacientes.

De este modo, el grupo de investigadores mencionado, verificd que e}
fenotipo bioldgico del VIH-1 es un practico marcador binario para la progresidn del
SIDA, el cual es independiente del conteo de células CD4{+) y antigenemia. La
aparicion de variantes Si, ocurre 2 afios antes de la progresion hacia el SIDA en el
promedio, en donde es predictivo para un valor significativamente incrementado

de células CD4(+) en declive. (54)
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6.1 TERAPIA GENICA PARA EL TRATAMIENTO DE
DIVERSAS DEFICIENCIAS

La deficiencia en la produccidn de protelnas esenciales para el desarrollo
normal del organismo, es una de las tareas a las cuales la terapia génica
interviene de forma exitosa, modifica los patrones de desarrollo de diversas
proteinas al cambiar la secuencia en el comportamiento de un tipo determinado
de células, modificande de forma radical la funcionalidad de determinadas
regiones del cuerpe humano, o de algdn tipo de tejido en especial, Es asi como se
logran alcanzar objetivos planteados por otro tipo de fratamientos, en los cuales
no se lograba la completa saftisfaccién tanto por parte del paciente, como por el

responsable del tratamiento.

La terapia génica se va haciendo presente en mas padecimientos tanto
infecciosos como hereditarios; sin lugar a dudas, los tiempos en gue la genética
aplicada sea una rutina en clinicas y hospitales no son muy lejanos, ya que con el
desarrollo creciente de la tecnologia aplicada para tales fines, los procesos de

transfeccion de genes seran rutinarios.

La marcada importancia de la ferapia en la ayuda de este tipo de
enfermedades, se realizé desde los mismos inicios en que la terapia génica se
propusc como tal, ya gue el primer protocolo para la aplicacion de la misma, se
realizé de forma exitosa en una enfermedad en la gue se involucraba una
inmunodeficiencia; la deficiencia de adenosina desaminasa cuyo tratamiento se
aprobd en el afio de 1990 por el Comité de ADN Recombinante, de los Esfados

Unidos.
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La terapia génica no se puede enfocar solamente a aquellos males que son
generalizados, y los cuales, son en la época presente, un selio caracteristico. La
ferapia se puede aplicar a todo tipo de procesos infecciosos y padecimientos

relacionados con alguna deficiencia.

Una deficiencia heredada de R-glucoronidasa en humanos, {ratones y
perros) causa mucopolisacaridosis Vit (sindrome de Sly), una enfermedad
progresiva y degenerativa que reduce el tiempo maximo de vida {en un promedio
de 4 a 5 meses en ratones) y resulta de un depésito lisosomal de
glicosaminoglicanos no degradados, en el bazo, higado, rifién, cérnea, cerebro, y
sistema esquetético. El transplante de médula ésea en ratones mutantes, provee
una fuente de enzimas normaies, la cual mejora la condicién clinica y extiende el
promedio de vida maximo a 18 meses. La terapia génica por transfeccion de
genes R-glucoronidasa dentro de células hematopoyéticas mutantes, representa
un acercamiento alternativo, aunque no son conocidas sus funciones todavia,
dada |a baja expresion de fos genes transfectados por un vector in vivo. Ahora
bien, el grupo de investigadores de! Laboratorio Jackson, de Bar Harbor, en
Maine, conjuntamente con la Escuela de Medicina Veterinaria de ta Universidad
de Philadelphia, en Pennsylvania, guiados por el Dr. John Wolfe, corrigieron
parcialmente la deficiencia, por reduccion del almacenamiento lisosomal en

higado y bazo.

Células de médula ésea de mucopolisacaridosis (MPS) VIl de ratones
fueron infectadas con el vector retroviral NTK-BGEO, y se encontr6 que los bazos
de varios animales examinados, mostraron andlisis positivos de células

productoras de R-glucoronidasa después de 11 dias de la transfeccidn. (59)
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La distrofia muscular de Duchenne y Becker (DMD y BMD) es un
padecimiento recesivo ligado al cromosoma X causado por una expresion
defectucsa de distrofina. E! ratén mdx, un modelo animal para DMD, tiene una
mutacion que elimina la expresion de 427K de isoformas de distrofina de
musculos y cerebro. No obstante estos animales no despliegan ia debilidad del
musculo abierto o el movimiento deteriorado, el misculo del diafragma del raton
mdx es severamente afectado y muestra una degeneracién de miofibras
progresiva y causa fibrosis, con la que se asemeja a la deficiencia humana. El
Departamento de Genética Humana, del Insituto de Gerontologia, de la Escuela
de Medicina de la Universidad de Michigan, en Ann Arbor, Michigan, dirigidos por
el Dr. Gregory Cox, exploraron la factibilidad de la terapia génica en DMD, en
donde examinaron el potencial de un fransgen de distrofina para corregir los
sintomas distréficos en ratones mdx. Ei grupo encontré que la expresion de
distrofina en musculos de ratones transgénicos mdx, elimind los sintomas
morfolégicos e inmunohistolégicos de la distrofia muscular. Ademds la
sobrexpresién de distrofina previno el desarrollo de las propiedades mecanicas
anormales asociadas con el mascuto distréfico sin los efectos que causan la

supresién. (56)

La deficiencia de piruvato cinasa (PK), el desorden mas comin de
eritroenzimopatia glicolitica, responsable de hemdlisis cronica, es heredada de un
rasgo recisivo autosomal y fue reportada por primera vez en el afio de 1961. En la
deficiencia de PK, en adicion a la esplenomegalia y hepatomegalia ocasional, los
sintomas clinicos son aitamente variables, pasando desde una predisposicién
neonatal pronunciada, la cuat requiere fransfusiones combinadas maltiples para
una anemia hemolitica compensada plenamente. Los sintomas clinicos son

observados tanto en homogcigotos verdaderos, como en heterocigotos
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compuestos El paciente asintomatico sufre desde una anemia, predisposicién
cronica, esplenomegaiia, y calculos biliares. Ademas, la deficiencia de PK puede
en algunas veces ser fatal en la infancia temprana. No obstante la esplenectomia
es efectiva en la mayoria de los pacientes, algunos sufren de una persistente
anemia hemolitica, resultando en caloulos biliares ¢ hemocromatdsis lisa después

de la esplenectomia.

Los fratamientos para los padecimientos humanos por transfeccion de
genes han progresado recientemente desde la especulacion hasta la realidad. Las
enfermedades tomadas como mejores blancos para la terapia génica, en células
somaticas, son consideradas actualmente para el tratamiento de desdrdenes
causados por defectos de genes monocistronicos. Muchos investigadores
consideran a las células hematopoyéticas estaminales como una de las mejores
células blanco para ia terapia génica, debide a su facit manejo, asi como a, su
capacidad de replicacion. Sin embargo, estudios recientes muestran las
dificultades de obtener expresiones largas y terminales de genes introducidos en
células de médula ésea, particularmente de animales criados debido a que células
estaminales pluripotenciales cosechadas, son de la fase inactiva y, son de este

modo, resistentes a infecciones retrovirales.

Para estudiar la factibilidad de la terapia génica en la deficiencia de PK, el
conjunto de investigadores del Departamento de Hematologia/Oncologia, del
Instituto de Ciencias Médicas, de la Universidad de Tokio, guiados por el Dr.
Kenzaburo Tani, construyeron un retrovirus PK usando ADNc de higado tipo PK
de humano (LPK) para poder realizar una mejor transfeccion. La expresién de la

actividad enzimatica LPK humana fue analizada en las células retrovirales
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transducidas. Un anadlisis posterior demostrd la expresion de ARNm de LPK

humano en cada linea celular. (5§7)

La hipercolesterolemia familiar se ha presentado como un modelo para el
desarrollo de la terapia genica directa en el higado. Este padecimiento, el cual es
causado por una deficiencia de receptores de lipoproteinas de baja densidad
(LPL), es asociado con una severa hipercolesterolemia y padecimientos arteriales
coronarios. Los homocigéticos de una hipercolesterclemia familiar son refractorios
a las formas mas practicas de terapia, excepto para la transplantaciéon de higado
ortotrépica, la cual ha llevado a la correccion completa de la dislipidemia. Ei éxito
del transplante de higado, sugiere que la reconstitucién selectiva de receptores
LDL hepaticos por transfeccion de genes somatica, puede ser suficiente para la

correccion metabdlica.

La disponibilidad de un autentico modelo animal para la hipercolesterolemia
familiar, llamada conejo hiperlipidémico heredable de Watanabe, ha facilitado

enormemente el desarrollo de terapias génicas directas de higado.

Una ventaja de los hepatocitos como un blanco para la transferencia de
genes in vivo es que la microcirculacion del revestimiento del endotelic del higado
es fenestrado, permitiendo el acceso de virus recombinantes administrados
parenteralmente. Acercamientos no virales tales como lippsomas y conjugades
mediados por ligandos, pueden transfectar hepatocitos in vivo sin el estimulo
regenerativo como una hepatectomia parcial; sin embargo, la expresién de genes

recombinantes es baja y pasajera.
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El grupo de investigadores del Instituto de Terapia Génica, y los
Departamentos de Ingenieria Celular y Molecular, y Cirugia, de la Universidad de
Pennsylvania, dirigidos por la Dra. Karen Korzarsky, describieron los efectos de
diferentes promotores en la expresion transgénica, y ademas, la produccion de un
adenovirus que contiene el ADNc del receptor LDL humano y e! uso de éste para
corregir la deficiencia genética en conejos hiperlipidémicos heredables de
Watanabe. En dicho experimento, se construyé un adenovirus que expresa el
receptar LDL, usando &l promotor méas activo, el cual fue vaciado dentro de la
vena portal de los conejos deficientes. Andlisis de los tejidos del higado
cosechados después de la infusién de los virus, mostraron proteinas del receptor

LDL humano en la mayoria de los hepatocitos. (58)

La hemofilia A es un desorden genético recesivo ligado al cromosoma X,
resultado de una deficiencia del factor VIII (FVI}, lo cual, de forma severa,

representa una vida amena de padecimientos hemorragicos.

Las infusiones dei FVill purificado es actualmente ia terapia mds usada en
este tratamiento. Recientemente, procedimientos de manufactura improvisados, y
la produccion de FVIll recombinante han reducido fa amenaza de complicaciones
iatrogénicas. Una terapia aiternativa que obvia ia necesidad para infusiones
regulares intravenosas puede constituir un mejor avance clinico y econémico. Un
esfudio en Suecia con infusiones regulares de FVIl por periodos largos,
comenzaron tempranamente a mantener io niveles de plasma de 2 a 4 ng/m|; este
nivel estable redujo los nameros de episodios traumdéticos y mejord
significativamente la condicion inicial de los pacientes. Estos estudios sugieren
que la liberacién continua de FVHI via terapia génica podria proveer un

significante beneficio terapéutico.
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Los retrovirus son dnicamente en su género adecuados como vectores para
la transfeccién de genes. La integracién de la maguinaria viral es muy eficiente,
resuttando en un estable provirus con estructura predicible, y puede infectar un

amplic espectro de tipos de células.

La Corporacion Terapia Somatica, en Alameda California, al verificar que
en otros experimentos se lleva a cabo un pobre desarrollo en la produccién del
FVIli, decidieron por medio del Dr. Varavani Dwarki, realizar una liberacién de
genes mediada por un retrovirus de un dominio-B suprimido det FVIIl humano, con
el uso de un sistema de vectores, el cual permitid una transduccion eficiente de la
mayoria de las células en cultivo, pudiéndose realizar andlisis posteriores en los
cuales se registraban niveles altos de FVill. Ademés, los investigadores
transplantaron fibroblastes primarios dentro de animales de laboratorio, en donde
los niveles terapéuticos de FVII en circulacién, se obtuvieron por mas de una
semana. La capacidad de células primarias para liberar el FVill dentro de la

circulacién fue fuertemente dependiente del sitic de implantacién. (59)

La inmunodeficiencia severa secundaria combinada para un defecto
genético en la enzima catabélica de purina adenosina desaminasa [ADA-SCID],
se caracteriza por una funcion defectiva de células B y T e infecciohes
recurrentes, frecuentemente involucrando patdgencs oportunistas. Grandes
cantidades de descxiadenosina, el sustrato de ADA estan presentes en estos
pacientes; la desoxiadenosina es preferentemente convertida al compuesta tdxico
desoxiadenosina {rifosfato en células T, incapacitando al sistema inmune. Debido
a que este padecimiento es curable por transplantacion alogénica de médula
ésea, se ha pensado que la terapia génica puede ser directamente administrada a

travas de células hematopoyéticas estaminales. Sin embargo, acercamientos
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iniciales para el uso de la transfeccién de genes estaminales en primates resulta .
unicamente en niveles bajos, expresion de genes pasajeros y es insuficiente para

su use clinico.

La introduccién de enzimas de reemplazo con eritrocitos que contengan
ADA o con conjugado ADA bovinc con polietilenglicol (PEG-ADA), ha hecho este
acercamiento factible. Pacientes con este fratamiento han experimentado la
ganancia de peso y han presentado disminucidn en la aparicién de infecciones
oportunistas. La funcién de células T es medida por la respuesta mitogénica in
vitro mejorada en la mayoria de los pacientes, e inclusive, algunos pacientes
recobran respuestas inmunes consistentes para antigenos especificos. Casi todos
los pacientes tratados con PEG-ADA muestran incremento en el conteo de células

T periféricas, lo cual provee una fuente de células T para la correccién de genes.

Ef ADN complementaric de adenosina desaminasa (ADNcjes de 1.5 Kb y
se accesa con el vector retroviral. Can el uso de un vector retroviral conteniendo
ADA, lineas de células T deficientes de ADA fuercn transducidas por el grupo de
investigadores del Centro Nacional para la Investigacién del Genoma Humano, de
los Institutos Nacionales de Salud, en Bethesda Maryland, dirigidos por el Dr.
Michael Blaese, para expresar cantidades normales de ADA. Estudios posteriores
en ratones, conejos, y primates usando células T modificadas con vectores
retrovirales mostraron |a sobrevivienda de células normales y su funcién después

de su reintroduccion dentro de los receplores animales. (60)

La inmunodeficiencia severa combinada, asociada con la deficiencia
heredada de ADA, es usualmente fatal en nifios afectados, fos cuales son puestos

en aislamiento protectivo o el sistema inmune es reconstituido por transpiantacion
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de la médula dsea de un antigeno de leucocitos humanos idénticos de un
hermano donador. Esta es una terapia de eleccién, que es efectiva Unicamente
para una minoria de pacientes. En afios recientes, otras formas de terapia se han
desarrollado, incluyendo los transplantes de donadores haploindénticos,

reemplazo de enzimas exdgenas, y terapia génica de células somaticas.

En el Instituto Cientffico H. S. Rafaele, en Milan italia, transfectaron ex vivo
un minigen de ADA humano, siendo usados dos diferentes vectores retrovirales.
Estos protocolos fueron guiados por el Dr. Claudio Bordignon, en los cuales la
transfeccion se llevd a cabo en células de médula Gsea y linfocitos de sangre
periférica de 2 pacientes bajo la terapia de reemplazo de enzimas. Después de 2
afios de tratamiento linfocitos de B y T sobrevivieron por largo tiempo y células de
la médula, y granulocitos expresaron el gen transfectado de ADA, ei cual
demostrd y resultd en fa normalizacién del repertoric inmune e inmunidad celular y
humoral. Después de que el tratamiento fue descontinuado, linfocitos T derivados
de linfocitos de la sangre periférica transducidos, fueron progresivamente

reemplazados por células T derivadas de médula en ambos pacientes. (61)
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7. CAPITULO SEXTO
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7.1 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

VECTORES.

1 La singularidad de utilizar un vector que llene las necesidades de trabajo de
diversos cientificos para la transfeccién de genes, ha considerado a los virus
como el modelo a seguir. De agui, que los virus se mantengan como una base
en fa ayuda de este tipo de tratamientos ya que a cada momento se
perfeccionan las técnicas de purificacion para este tipo de vectores con lo que

se obtendra una mayor aspecificidad en el tratamiento de diversos males.

2. En la bisqueda de vectores en los que se conjunten eficiencia e inocuidad,
aparecen los liposomas como una realidad, en la cual se realizaran un gran

numero de tratamientos.

3. La introduccién de genes "suicidas" por medio de vectores retrovirales, es una
de las vias in vivo en las cuales se alcanzan mejores resultados, en el
tratamiento de células tumorales, logrando asi una respuesta
inmunolégicamente mediada por virus, para la funcién posterior de

susceptibilidad a ciertos farmacos,
CANCER.
1. Es igualmente efectiva la introduccion in vivo de los genes de citosinas {IFN-afy

IL-2, IL4, IL-10, IL-12, TNF y el G-CSF) por medio de un vector vira, que la

aplicacién de las mismas directamente en el lugar tumorat.
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2. EI sistema inmune puede ser reactivado por las mismas células cancerosas
gracias a la clonacién de anticuerpos monoclonales, actuando conjuntamente
con el TCR por la extraccidén de un heterodimero de éste, por lo que ia téenica

se puede llevar a un nivel in vivo y por via sistémica.

3. £l tratamiento de diferentes representaciones de células fumorales toma una
alternaliva diferente; se transfecta las células cancerosas in vivo con un virus &l
cual expresa el gen p53, logrando asf la apoptosis y la posterior disminucion del

tumor.

SINDROME DE INMUNCDEFICIENCIA ADQUIRIDA.

1. Una de las terapias mas efectivas en contra del virus se basan en el empleo de
cepas con mutaciones de proteinas especificas, como Vpx, la cual actda a un
nivel especificamente estructural. Conceptualizando al sindrome come uha
entidad energética, mutaciones a proteinas transactivadoras de la expresion
viral son igualmente afectadas, como la profeina Tar. Siendo de la misma
manera afectados la forma y funcién viral, la proteina Rev es parcialmente
transformada a través de un retrovirus en proteinas defectivas de la replicacion

en células T del virus.

2. Los intracuerpos son producidos por células de mama transducidas por un
vector de expresién inducible (CMV), los cuales son resistentes a efectos
citopaticos por parte del ViH-1, en donde reconocen el sitio de union de
glicoproteinas de célutas CD4(+). Los intracuerpos se expresan conjuntamente

con la proteina Tat actuando en contra del virus, resultando en un mejor efecto
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en los 4rgancs infectados favoreciendo el repoblamiento in vivo por parte de los

linfocitos.

3 La deteccidn oporiuna de ADN del HCMV en la sangre y orina de pacientes con
SIDA por PCR, prolonga mas el tiempo de vida de un paciente infectado, ya
que un alto porcentaje de la mortalidad de las personas infectadas es debido a

los padecimientos de HCMV.

DIVERSAS DEFICIENCIAS.

1. Con experimentos realizados in vive, el sindrome de Sly es erradicado gracias
a un aumento en el registro en la producciéon de célutas B-giucoronidasa
positivamente, gracias a la transfeccién de genes de R-glucoronidasa dentro de

células hematopoyéticas mutantes por medio de un vector retroviral.

2. La terapia génica al corregir los sintomas distréficos de DMD en ratones mdx,
se logra por la expresién de distrofina en los ratones en donde se ha realizado
la transfeccion corrigiendo los sintomas morfolégicos e inmunohistolégicos de

la distrofia muscular.

3.En a correccibn de la deficiencia de PK se transfectaron células
hematopoyéticas estaminales, gracias a un retrovirus construido en base a
ADNc de higado tipo PK de humano, en donde se alcanza una transfeccion
mas eficiente, para posteriormente analizar la expresion de ARNm de LPK

humano en las lineas celulares desarrolladas.
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4. Los fratamientos para la hipercolesterolemia familiar hasta el momento no son
del tedo efectivos. La inclusién de la terapia génica para la correccidn de la
deficiencia de receptores de LDL demuestran ser efectivos en modelos
experimentales. Con la ayuda de vectores virales se ha logrado observar los
efectos de fa expresién transgéncia, [a cual expresa ef receptor LDL en la vena
portal de! higado en un modelo in vivo. Andlisis posteriores del higado muestran

protelnas del receptor LOL humano en la mayoria de los hepatocitos.

5. La necesidad de lograr una transfeccion eficiente para incremeniar los niveles
del factor VIl en la hemofilia A, se logra gracias a un nuevo vector viral de un
dominioc-B suprimido del FVII, lograndose una transduccion eficiente de la
mayoria de las células en cultive y posteriormente registrando altos niveles del

FVIH en circulacion.

6. En el padecimieto de ADA la terapia génica interviene en la transduccién de
células T por medio de un vector retroviral en donde se expresan cantidades
normales de ADA. Ademas de la transduccién de células T, también se logra la
transfeccion de células de médula 6sea por medio de un vector retroviral el cual
contenfa un minigen de ADA humano. Después de 2 afios de terapia de
reemplazo de enzimas y aislamiento protectivo, se ha verificado la produccién

de células B y T en sangre periférica.

94



TERAPIA GENICA

PERSPECTIVAS.

1. Para lograr el desarrollo de la terapia génica en el pais, se debe de realizar de
manera conjunta apoyada por distintos sectores enfocados a las ciencias de la
salud, como se ha hecho en otras partes del mundo, principaimente en Eurgpa
y Japdn, en donde se inicia con una propuesta del sector privado
(principaimente la industria farmacéutica) y se complementa el apoyo ¢on la
aportacién de! Gobierno, de donde se tendria que definir el area de aplicacién
para su posterior desarrollo, Esto sclamente se puede realizar con la perfecta
definicion de la infraestructura econdmica del pais, ya que es necesario realizar
inversiones basadas en el desempefio cientifico y tecnolégico, para que un

futuro se cosechen los frutos sembrados en la actualidad.

2. Con el establecimiento de la terapia génica como una opcidn a diversos
tratamientos, se reafirma la utilidad de la misma en el sector salud, ya que
representa un avance en el plano cientifico-tecnolégico el cual repercutiria en
divisas generadas en el pals, por el concepto de desarrollo en el ambito de
investigacion, en donde se tendria que generar el total apoyo por parte de los
sectores involucrados, ya que representa a [argo plazo una inversion realmente
concreta. Ai no tener el desarroilo de tal tecnologia es necesaria la importacién
de materiales y equipos, lo que significa un deterioro econdmico importante a
nivel nacional; representa a largo plazo una inversidn més segura que [a

constante adquisicidn de equipos y materiafes en un plano mas inmediato.
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GLOSARIO
ADA: Adenosina desaminasa.
ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.
bFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos basico.
CF Fibrosis cistica.
CFTR: Factor regulador fransmembranal de fibrosis cistica.
CMVIE: Citomegalovirus.
CTL: Linfocitos T citotoxicos.
DAG: Distrofina asociada a glicoproteinas.
BMD, DMB: Distrofia muscular de Duchenne y Becker.
EC: Células de carcinoma de embridn indiferenciadas.
EMCV: Virus de la encefalomiocarditis.
FCR: Receptor de [a fraccidn cristalizable.
FDA: Food and Drug Administration.
FH: Hipercolesterolemia familiar,
FLC: Células de leucemia amigable.
G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos
HCMV, Citomegalovirus humano.
HIV: Virus de inmunodeficiencia humana.
HLA-B7: Antigeno de leucocito hurnano-B7.
HLA: Antigeno de leucocito humano.
HS8V-tk: Timidina cinasa del Herpes simplex.
{FN-y, a: interferon v, a..
IGF-ly lI: Factor de crecimiente de insulina ly II.
IL-2, 4, 5, 10, 12: Interleucina-2, 4, 5, 10y 12.
IRES: Sitio interno de entrada de ribosimas.

KS: Sarcoma de Kaposi.
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LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

LPL: Receptores de lipoproteinas de baja densidad.

LTR: Repeticion larga y terminal.

mAb: Anticuerpos monoclonales.

MHC Iy Il: Complejo principal de histocompatibilidad clase | y il.
MPS: Mucopolisacaridosis.

MRC- Comité Investigador Médico.

NIAID: Instituto Nacionai de Alergias y Padecimientos Infecciosos.
NIH: Institutos Nacionales de Salud.

NK. Células asesinas.

NKCSF: Factor estimulante de células naturales asesinas.

NSI: No induccion de sincicios.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

PEG: Polietilenglicol.

PK: Piruvato cinasa.

RAC: Comité Advisoric de ADN Recombinante.

Rb: Retinoblastoma.

SCCHN: Células espumosas de carcinoma del cuello y cabeza.
SCID: Inmunadeficiencia severa combinada.

SI: Induccidn de sincicios.

SMC: Células vasculares lisas.

SPIRAT: Programa Estratégico para la investigacion del Tratamiento def SiDA.
R--AR: Receptor B;-adrenérgico.

TCR: Receptor de células T.

TIL- Linfocito Infiltrador de tumores.

TNF- Factor necrosante de tumores.

VDEPT: Terapia productora de enzimas dirigida por virus.
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