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INTRODUCCION

A lo largo de la historia de la medicina tratamientos para diversas
enfermedades cronicas se han enfocado en la reduccion de sintomas y
complicaciones que éstas pueden provocar, asi como intentar otorgar una

mejor calidad de vida a los pacientes con dichas enfermedades.

Con el descubrimiento de los genes como unidad fundamental de la
herencia y la posible modificacion de los mismos a través de diferentes
técnicas, nace la ingenieria genética, que tiene como finalidad la

manipulacion y transferencia del material genético de un organismo.

Con los avances de la biotecnologia en el campo de la ingenieria genética
surge la terapia génica, la cual consiste en la sustitucion, integracion o
supresion de una regién especifica del material genético de un ser vivo, con

la finalidad de corregir, estimular o evitar su expresion.

En la actualidad muchos ensayos clinicos para la aplicacion de la terapia
génica en enfermedades cronicas de diversa etiologia han sido reportados
en todo el mundo, algunos de estos ensayos han demostrado la fiabilidad
para su realizacion, asi como buenos resultados, mismos que sirven como

primer paso para lograr su futura utilizacion.

La terapia génica no solo ha logrado convertirse en una atractiva alternativa
de tratamiento en el campo de la medicina, sino también en la odontologia
con posibles aplicaciones futuras tales como lo son la reparacion y
estimulacion de crecimiento de tejidos, vacunacion contra microorganismos

causantes de enfermedades bucodentales, cancer, entre otras.
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OBJETIVO

Describir a la terapia génica y sus diferentes estrategias metodoldgicas, asi
como sus aplicaciones clinicas en distintas enfermedades cronicas y en la

odontologia.
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CAPITULO 1 TERAPIA GENICA

1.1 Antecedentes

La genética (rama de la biologia que trata del estudio de la variacion
heredada; mas especificamente, del estudio del origen, la transmision y la
expresion de la informacion genética) se inicia en Moravia, Checoslovaquia,
con los estudios del monje Gregorio Mendel, que permitieron establecer
afios mas tarde lo que hoy conocemos como leyes de la herencia o leyes
de Mendel.

En 1882 el embridlogo Walter Fleming describe la division celular y la

distribucion de los cromosomas en el nlcleo celular. 12

En 1928 Griffith demuestra en neumococos que el material de una bacteria
podia modificar el material de otra diferente, a lo que se denomind “principio

de transformacién” que relaciond con una proteina.

A partir de la postulacién de la estructura del ADN y otros descubrimientos
se desarroll6 la tecnologia con grandes expectativas en el diagnéstico y en
el tratamiento de enfermedades hereditarias antes incurables. En 1969 se
identifican las endonucleasas de restriccién que permiten dividir el ADN en
sitios especificos, actuando como un “bisturi genético” para obtener
determinadas secuencias de bases, las que se pueden introducir en una
bacteria (Escherichia coli), y al ser transferidas se combinan con el material
genético de las células huésped, con la posibilidad de recombinarse y

multiplicarse como una nueva estructura genética.!

Al conocerse la estructura molecular de las enzimas deficientes o ausentes
es posible fabricarlas en el laboratorio e introducirlas en el enfermo, fue en

1970 que se obtuvo el primer gen artificial y en 1971 la tecnologia del ADN
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recombinante que permitid la obtencion de la insulina, hormona del

crecimiento, interferon y vacunas con DNA humano.

En el campo clinico la fecundacién in vitro, las modificaciones de las células
germinales, la fecundacioén in vitro y la transferencia de embriones a una
matriz (FIVET: Fecundacion In Vitro con transferencias de embriones) dio

a lugar al nacimiento en 1978 de Louis Brown, el primer “bebé de probeta”.

En 1981 se consigui6 el nacimiento de los primeros ratones por clonacion.
En 1983 se describio la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR, por sus
siglas en inglés), que permitid obtener y amplificar la informacién del ADN
a través de sondas o primers. Esta técnica ha permitido mejorar el
diagnostico de enfermedades hereditarias antes de que se manifiesten

clinicamente.

En 1986 se planteé un ambicioso programa de investigacion con la
participacion de varios paises, el Proyecto del Genoma Humano (PGH) que
permitiria para el afio 2005 conocer la cartografia completa del patrimonio
genético del hombre, indispensable para el diagnostico, manipulacion e

ingenieria genética.

En 1993 se dio a conocer la clonacion de embriones humanos en el
laboratorio de la Universidad de Washington. En 1995 el trasplante de
corazones de cerdos genéticamente modificados a mandriles, en la
Universidad de Duke. En 1997 después de 227 intentos se logré la
clonacion de la oveja Dolly por Jan Wilmuth en el Instituto Roslin de
Escocia. En 1998 en la Universidad de Hawai informo6 sobre la clonacion

de docenas de ratones en tres generaciones. !

En 2003 Craig Venter duefio de la empresa encargada de desarrollar el

proyecto genoma humano da a conocer el cartograma genético completo,
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con lo que surge el planteamiento y la discusion de la clonacion de seres

humanos y clonacion de érganos para transplantes.

El primer caso de terapia génica fue informado en 1990, Ashanti De Silva,
una nifia de cuatro afos portadora de inmunodeficiencia severa combinada
(SCID, por sus siglas en inglés), con la incapacidad de producir la enzima
adenosin deaminasa (ADA), indispensable para el buen funcionamiento del
sistema inmunitario, fue tratada con leucocitos de su propia sangre
infectados con retrovirus portadores del gen normal responsable de la
elaboracion de la enzima, las condiciones de la nifia mejoraron y realiza

una vida normal .1

En junio de 1992, un equipo en la universidad de Michigan, comandado por
James Wilson, reportod el tratamiento de una mujer de 29 afios que habia
nacido con una forma severa de hipercolesterolemia causada por una
completa disfuncion de sus receptores LDL (lipoproteinas de baja
densidad); los cirujanos extirparon células hepéticas de la paciente en las
cuales se introdujo una copia normal del gen para el receptor de LDL. Los
resultados fueron exitosos, el nivel de colesterol bajé 30% sin utilizar ningin

farmaco para disminuirlo.

En la segunda mitad de la década de los noventa se aprobaron en Estados
Unidos protocolos clinicos de terapia génica para poco mas 300 casos,
enfocados a tratamientos contra distintos tipos de cancer, seguidas por
tratamientos contra enfermedades monogenéticas (enfermedades

causadas por defectos en un solo gen).3

Los antecedentes histéricos de la terapia génica se aprecian resumidos en

el Cuadro 1.
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Cuadro 1 Antecedentes historicos de la terapia génica. "uente propia.

1866 Leyes de Mendel
1882 Walter Fleming. Division celular del nicleo y cromosomas
1928 Griffith "Principio de transformacién"
1966 Diagnostico prenatal por amniocentesis
1969 Identificacién de endonucleasas e introduccién a E. coli
1970 Primer gen artificial
1971 DNA recombinante : obtencion de insulina, GH, INF, vacunas con DNA humano

1978 Primera fecundacion In vitro

1981 Primer raton por clonacion

1983 Descripcion de PCR
1986 PGH
1990 Primer Terapia Génica Aplicada
1993 Clonacién de embriones Humanos

1995 Transplante de corazén genéticamente modificado

1997 Clonacidn de la oveja Dolly

10
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1.2 Generalidades

Para poder adentrarnos en el tema de la terapia génica es necesario tener
conocimiento de algunos conceptos y tdpicos, mismos que seran descritos

a continuacion.

La Genética es rama de la Biologia que trata del estudio de la variacion
heredada. Mas especificamente, del estudio del origen, la transmision y la
expresion de la informacién genética; término que deriva de la raiz griega
gen, que significa “llegar a ser”. La genética humana estudia todas aquellas
caracteristicas que el hombre hereda tanto fisicas como mentales,
normales y anormales. Dicho en otras palabras, la genética humana analiza
de forma cientifica las similitudes y diferencias entre los seres que
constituyen la especie humana, sus causas y la manera en que se

transmiten de generacién en generacion. 24

El gen se define como la unidad fisica fundamental de la herencia, cuya
existencia se puede confirmar por las variantes alélicas y que ocupa un
locus especifico en el cromosoma. Secuencia de ADN que codifica un

producto.?®

Los alelos son una de las posibles formas alternativas de un gen, que se
distingue de otros alelos por sus efectos fenotipicos, que son las

propiedades observables de un caracter controlado genéticamente.?
La posiciéon de un gen dentro de un cromosoma se define como locus.®
Los cromosomas son cadenas semejantes a hebras formadas por ADN

nuclear de las células eucariotas, son los portadores de la informacion

genética de un ser vivo.®

11
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Los acidos nucleicos son polimeros compuestos por nucleotidos, que en
organismos se basan en uno de dos azUlcares, ribosa o desoxirribosa, que
da origen a los términos acido ribonucleico (ARN) y acido
desoxirribonucleico (ADN).

El monémero de los acidos nucleicos se denomina nucleétido y cada uno
consta de tres partes: un azlcar (ribosa o desoxirribosa), un grupo fosfato

y una base nitrogenada (figura 1).

Base puirica o

pirimidinica

'
rosiato

Figura 1 Representacion de la estructura de un nucleétido.

Las bases nitrogenadas son derivas de dos compuestos parentales,
pirimidinas (citosina, timina y uracilo) y purinas (adenina y guanina) (figura
2).5

Purinas

Pirimidinas

Figura 2 Principales bases purinicas y pirimidinas de los acidos nucleicos.

12
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El ARN (Acido ribonucleico) o RNA (por sus siglas en inglés) es un acido
nucleico formado por una sola cadena polimérica de nucleétidos que

contiene ribosa.

La molécula intermediaria entre un gen y el polipéptido al que codifica es el
ARN mensajero (ARNm) o mRNA (por sus siglas en inglés). El ARNm se
ensambla como copia complementaria de una de las dos cadenas de DNA

que codifica al gen.

El ARN de transferencia (ARNt) o tRNA (por sus siglas en inglés) forma
una familia de RNA pequefios que traducen la informacién codificada en el
alfabeto de nucledtidos de un ARNm en el alfabeto de aminoéacidos de un
polipéptido.

Al RNA de un ribosoma se le denomina ARN ribosomico (ARNr) o rARN
(por sus siglas en inglés). Los ARNr reconocen y se unen a otras moléculas,
brindan soporte estructural y catalizan la reaccion quimica en la que los

aminoacidos se unen entre si.

El ADN (Acido desoxirribonucleico) o DNA (por sus siglas en inglés) es
un acido nucleico de doble cadena compuesto por dos cadenas poliméricas
de nucledtidos que contienen desoxirribosa. Es el material genético de

todos los organismos celulares.®

La principal funcion del ADN es contener informacion, que, al expresarse
de manera selectiva y regulada permite generar una nueva célula o un
nuevo organismo. La informacion del ADN primero se transcribe; es decir,
se copia selectivamente a moléculas de RNA y posteriormente la
informacion de algunas de estas moléculas se traduce a proteinas. A esta
serie de pasos se le denomina “el dogma central de la biologia

molecular” (figura 3).’

13
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En la década de 1960, Howard M. Temin y David Baltimore descubrieron la
retrotranscripcion, con lo que se modificd “el dogma central de la biologia
molecular”’. Con sus experimentos demostraron que un virus cuyo material
genético esta constituido sélo por RNA (retrovirus), codifica la informacién
genética viral, que antes se pensaba solo podia almacenarse en el DNA.
Aislaron una enzima que puede sintetizar DNA, usando RNA como

templado, con lo que se describieron asi las transcriptasas reversas

virales.*

Funcion F~=-=======~--= » Fenotipo

Replicacion A A

1

Transcripcion , '

reversa X :

- <«------ j '
ADN ——> [RNA | TP - - - - »| Funcién

{ Transcripcion ) ( Traduccion )

Figura 3 Dogma central de la biologia molecular.

De todo lo anterior queda claro que el fenotipo celular depende de la
informacion almacenada en el DNA y que una vez que esta informacion es

decodificada se convierten en RNAs funcionales o en proteinas.*

Alteraciones Genéticas. Las mutaciones, definidas como todo cambio que

acontece en el material genético. Pueden ser de 3 tipos:

e Génicas: afectan a un gen o genes.
e Cromosémicas Numéricas: afectan al nUmero de cromosomas.

e CromosOmicas estructurales: afectan a la estructura de los

cromosomas.

14
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Alteraciones génicas autosdmicas. Afectan alos genes autosémicos (22
pares de autosomas), afectan por igual a hombres y a mujeres. Debidos a
alelos dominantes (por ejemplo: polidactilia, sindactilia, braquidactilia y
acondroplasia) o debidos a alelos recesivos (por ejemplo: albinismo,
fibrosis quistica y anemia falciforme).

Alteraciones génicas ligadas al sexo. Afectan al cromosoma X (por
ejemplo: hemofilia, daltonismo y distrofia muscular de Duchenne) o al
cromosoma Y (por ejemplo: ictiosis e hipertricosis articular).® Figura 4.

Dominantes
Autosdmicas

Recesivas

Alteraciones

génicas

Ligadas a
cromosoma X

Ligadas al

SEAO Ligadas a

cromosomayY

Figura 4 Tipos de alteraciones génicas. Fuente propia,

Alteraciones cromosOmicas numeéricas: Las células somaticas en el ser
humano tienen un numero diploide de cromosomas (46) y los gametos
maduros (6vulo y espermatozoide) un numero haploide (23).

Estas alteraciones pueden darse durante la division meiética en la primera

o segunda fase o incluso en la divisién mitética.

15
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Cuando los cambios del numero de cromosomas conducen a la presencia
de un nimero que es multiplo exacto del numero haploide se denomina
euploidia, pero cuando sOlo uno o algunos cromosomas estan
involucrados, a la alteracion se le llama aneuploidia. Las aneuploidias se
presentan porque uno de los cromosomas junto con su homoélogo pasan al
mismo polo de la célula o se incorpora al mismo gameto, a este fenbmeno

se le conoce como no disyuncioén o no separacion cromosomica.

Una célula que contenga mas de dos conjuntos haploides se denomina

poliploide.

Si el gameto que lleva un cromosoma adicional se une con uno normal
formaran un individuo trisémico (2n+1). Cuando la fecundacién implica la
fusién de un gameto normal con uno al que le falta un cromosoma, se

formara un sujeto monosomico(2n-1).

Alteraciones cromos6micas de estructura: los cromosomas estan
expuestos a diferentes factores ambientales mutagénicos de diferente
naturaleza como lo son los factores fisicos (radiacién), quimicos (drogas) o
bioldgicos (virus). Existen mecanismos de reparacion celular para tratar de
subsanar el dafio, pero éste puede ser grave, los mecanismos de
reparacion ineficaces, lo cual puede que llegue a producir una alteracion

estructural.’

Se llama delecion a cualquier pérdida de material genético (por ejemplo:
sindrome de Lejeune, sindrome de Prader-Willi, sindrome de Angleman).

La duplicacion es cuando existen dos copias del segmento de un
cromosoma (por ejemplo: sindrome de cromosoma X fragil, acromegalia y

gigantismo).

16
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La inversion se lleva a cabo cuando hay dos rompimientos en el mismo
cromosoma Yy en el segmento de fractura, antes de volverse a unir, se

invierte en 180 grados (por ejemplo: sindrome de Ambras o hipertricosis).

Una traslocacion, es el intercambio de material genético entre dos
cromosomas. La traslocacion reciproca se da cuando el material genético
distal a los rompimientos cromosomicos es intercambiado entre dos
cromosomas. La traslocacién Robertsoniana o por fusién céntrica, se
origina por rompimientos en o cerca del centrbmero de dos cromosomas
acrocéntricos. La traslocacién por insercion se da cuando existen tres
rompimientos cromosomicos en uno o dos cromosomas (por ejemplo:

sindrome de Down, Leucemia promielocitica aguda, linfoma de Burkit).

El isocromosoma es un cromosoma anormal que tiene duplicado el
material genético de uno de los dos brazos, ya sea el corto o el largo, de
un cromosoma (por ejemplo: sindrome de Turner, sindrome de Pallister
Killian) (figura 5).4

a a
&
b b b
5 [
[

d d o d

e =y, {v ) e

! ' . t

a g d

H L]

I ]

Deficiencia o delecion Duplicacién
: ; : :
€ 3 ] 1
: : =3 : d a
] B i h - ‘ h
g 7 ¥ i T ﬂ
{n [ o l
i } T h -
2_) 1 ]
Traslocaclén Inversién

Figura 5 Alteraciones estructurales de un cromosoma.
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1.3 Definicién y tipos de terapia génica

La Terapia génica (TG) es la parte de la terapéutica que utiliza material
genético en el tratamiento de enfermedades; intenta modular la funcion
celular, pudiendo corregir la deficiencia causada por la pérdida o alteracion

de un gen al modificar la expresién de proteinas.®

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

diagnéstico y terapéutica.®

La TG se puede dividir en diferentes tipos, segun su célula diana (somatica
o germinal) o segun la estrategia aplicada para la realizacion de la misma

(in vivo 0 ex vivo).

1.3.1 En funcién a las células diana

Se denomina célula diana o célula blanco a toda célula en la cual una
molécula (ligando) se une a su receptor, se haya determinado o no una

respuesta bioquimica o fisiol6gica. *

Segun el tipo de célula a la que va encaminada la terapia génica la

podemos dividir en:

e Somatica

e Germinal

18
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1.3.1.1 Somética

La TG somatica es aquella dirigida a modificar la dotaciébn genética de
células no germinales, es decir, de las células somaticas o constituyentes
del organismo. Por consiguiente, toda modificacion genética de estas

células no puede transmitirse a la descendencia. *?

La TG ha centrado sus actuaciones sobre enfermedades hereditarias bien
definidas cuyo defecto genético reside en un Unico gen, las llamadas

enfermedades monogénicas.!?

1.3.1.2 Germinal

La TG germinal es aquella dirigida a modificar la dotacién genética de las
células implicadas en la formacion de Ovulos y espermatozoides y, por

tanto, transmisible a la descendencia.?

No existe constancia de que se hayan realizado estudios de transferencia
génica en la linea germinal humana con fines terapéuticos debido a las
implicaciones éticas que conlleva, por ejemplo, la posibilidad de generar

alteraciones mayores o neoplasias.'*

1.3.2 Estrategia aplicada

Desde el punto de vista metodolégico empleado para la trasferencia de
material genético, la terapia génica puede clasificarse en tres grandes

grupos: terapia génica in vivo, terapia génica ex vivo y terapia génica in situ.
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1.3.2.1 In vivo

La terapia génica in vivo implica la inyeccion de vectores con los genes
correctores en la sangre. Una vez dentro del cuerpo, los vectores se
encontrarian con sus células dianas para transferir su informacion genética
(figura 6).%°

Un sistema eficaz para la transferencia del gen in vivo debe presentar:
a) Una alta eficiencia en la captura del gen por las células diana.
b) Un alto rendimiento en el transporte del gen al interior del nacleo
celular, con una degradacion minima.
c) Una expresiéon mantenida y suficiente del gen terapéutico para aliviar
el cuadro de la enfermedad.

La técnica de terapia génica in vivo tiene los inconvenientes de que el grado
de control de la transferencia es poco, la eficiencia es poca (dado que no
se pueden amplificar las células transducidas) y la dificultad de conseguir

un alto grado de especifidad.®

1.3.2.2 Ex vivo

La terapia ex vivo se caracteriza por la extraccién de células del paciente
con genes alterados e incorporacion de copias de genes normales, las que

son retornadas al organismo (figura 6).1°

Las etapas necesarias para implementar esta estrategia consisten en:
a) Aislamiento de “células-vector” del paciente.
b) Introduccién del vector terapéutico en el laboratorio in vitro mediante
técnicas de biologia molecular, para corregir su defecto genético.
c) Selecciény crecimiento de las células corregidas genéticamente.

d) Autotransplante de las células al paciente.®
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Sus principales ventajas son el permitir la eleccion del tipo de célula a tratar,
mantener un estrecho control sobre todo el proceso, y la mayor eficacia de
la transduccidn genética. Los problemas mas importantes de esta
modalidad son la mayor complejidad y coste de los protocolos, asi como la
imposibilidad de transducir aquellos tejidos que no son susceptibles de
crecer en cultivo; ademas, existe siempre el riesgo inherente a la

manipulacién de las células en cuanto a problemas de contaminacion. 16

1.3.2.3 In situ

La terapia génica in situ se caracteriza por la introduccién de genes
correctores directamente en el tejido donde se localiza el problema, lo que
proporciona un alto grado de transfeccion en un tejido especifico. La terapia
in situ tiene el inconveniente de la falta de vias seguras y eficaces para la

implantacion de genes correctores en ciertos 6rganos.*®

Terapia génica [l Terapia génica ex

in vivo

Terapia génica ex-vivo

Terapia génica in-vivo Gen gy — >
Gen A terapéutico

terapéutico \

Gen transportado
en un virus
hasta el organismo
mediante algun farmaco

Extraccion
de células Virus
- ‘ inyecta
el gen
en las
células

Inyeccién de
células transgénicas

Figura 6 Terapia génica in vivo y ex vivo.
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1.4 Trasferencia genética

La transferencia genética o transgénesis se define como la introduccion de

ADN exdgeno, en una célula.t’

En su aspecto mas practico, la transferencia génica busca la fabricacion,
con fines industriales o terapéuticos de productos génicos por parte de las
células receptoras del gen transferido (denominado, en general, transgen),
gue pueden ser células en cultivo o bien formar parte de un organismo

completo modificado genéticamente, conocido como transgénico.

Una de las aplicaciones de la trasferencia genética es la terapia génica
propiamente dicha, en la que se suministran células del mismo paciente o
individuo donante para producir y suministrar al paciente un producto

génico curativo.18

La transferencia genética es la introduccion de material genético externo
en células eucariotas por medio de plasmidos, virus u otras herramientas

moleculares como la microinyeccion, la biobalistica, los liposomas, etc.

Entre los factores a considerar para un procedimiento Optimo de
transferencia genética en eucariontes estan: el blanco o diana, la ventana
de tiempo, el nivel de expresion deseado, la estabilidad esperada, el vector

a utilizar, la técnica de aplicacién, asi como la factibilidad de la aplicacion.’

1.4.1 Genes integrados

La ventaja de que el gen se integre en el cromosoma es que puede
perpetuarse por replicacion cromosomica tras la division celular. Como las
células de la progenie también contienen los genes introducidos, se puede

obtener una expresion estable a largo plazo.
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La clave es dirigir la modificacion a las células madre (una poblacion
minoritaria de células precursoras indiferenciadas que dan lugar a las
células diferenciadas maduras del tejido). Ademas, las células madre no
sOlo dan lugar a las células maduras del tejido, sino que al mismo tiempo

se renuevan ellas mismas.

La transferencia eficiente de genes a las células madre y la posterior
estable expresion del gen estable ofrece, por tanto, la posibilidad de curar

un trastorno genético.

No obstante, la integracion cromosémica tiene sus inconvenientes debido
a que la insercion suele ocurrir casi al azar: la localizacion de los genes
insertados puede variar enormemente entre células. En algunos casos, los
genes insertados pueden no expresarse debido a su insercidn en regiones
muy condensadas. En algunas ocasiones, la integracién puede provocar la
muerte de la célula huésped (por ejemplo, por insercién en un gen crucial,
inactivandolo). Este tipo de acontecimientos tiene consecuencias

Unicamente para la célula en la que sucede la integracién. *?

1.4.2 Genes no integrados

Algunos sistemas de transferencia génica estan disefiados para insertar
genes en células donde pueden quedar como elementos

extracromosOmicos (episomas) y tener una expresion elevada.

Si las células estan dividiéndose activamente, el gen introducido puede no
segregar igualmente a las células hijas, por lo que la expresion a largo plazo

puede ser un problema.!?
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1.5 Métodos de transferencia

La administracion segura y eficaz de genes es un requisito previo para la
terapia génica exitosa. En la edad temprana de la terapia genética humana,
los retrasos debido a los vehiculos de entrega de genes problematicos
plagaron el emocionante resultado terapéutico. Sin embargo, las
tecnologias de entrega de genes evolucionaron rapidamente desde

entonces.!®

La transferencia de material génico exégeno puede realizarse empleando
métodos diferentes, pero en la mayoria de los casos es necesario la
utilizacion de un vehiculo o vector que facilite la introduccion de dicho

material génico.?°

Entendemos por vectores a los sistemas que utilizamos como ayuda en el
proceso de transferencia de un gen exdgeno al interior de la célula. Ellos
facilitan la entrada y biodisponibilidad intracelular del material genético a

transducir y, por consiguiente, su funcionamiento correcto.?!

Actualmente los vehiculos de liberacién de genes, llamados vectores, son

categorizados en dos tipos:

e Vectores no virales (microinyeccion, precipitacion con fosfato de
calcio, electroporacion, microproyectiles, optoporacion, DEAE-

Dextrano, liposomas e hidrogeles).

e Vectores virales (adenovirus, lentivirus, retrovirus, herpesvirus y

virus asociados a adenovirus).
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1.5.1 Microinyeccion

La microinyeccion consiste en la inyeccion directa de ADN mediante una
microjeringa y un microscopio Optico, micromanipulador, para poder
introducir el material genético a una célula blanco. Es un método muy

preciso de transferencia génica.?? Figura 7.

Tiene el inconveniente de que solo transduce una célula al mismo tiempo,

y requiere material y personal especializado, pero su eficacia es alta.??

Se suele utilizar con frecuencia en estudios ex vivo, aunque también en la
terapia génica germinal, un método in vivo donde se lleva a cabo la
microinyeccion directa de “ADN desnudo” en los pronucleos del évulo

recién fecundado o en el citoplasma.

Aunque los primeros individuos transgénicos obtenidos mediante este
método fueron ratones, se realiza con éxito en vacunos, ovejas, cabras,
conejos y cerdos. La eficiencia inicial de integracion génica obtenida fue tan
sélo de un 2%, aunque hoy dia se alcanzan niveles cercanos al 30% del

total de embriones tratados.?!

Obtencidn de Células

Microinyeccién de ADN con
ayuda de un microscopio

Reimplantacion de la
célula al organismo

Figura 7 Esquema de la transfeccién por microinyeccion. Fuentepropia
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1.5.2 Precipitacion con fosfato de calcio

Los precipitados de fosfato de calcio (CaPO™) y de ADN se utilizan para la
transfeccion génica tanto en células eucariotas como bacterianas. Estos
consisten en formar un precipitado insoluble entre el cloruro de calcio y el
ADN en una solucion salina de fosfatos. En este método el calcio se asocia
con las cargas negativas del 4cido nucleico. La adicién de un buffer fosfato
resulta en la precipitacion del ADN con el calcio y el fosfato, formando
pequefias particulas. Lo que posibilita que el ADN pueda ingresar a las

células por fagocitosis.??23 Figura 8.

No es una técnica que provoque toxicidad en las células, la expresion del
transgen es transitoria y con una eficacia de transfeccion es de 10%. Su

utilizacion se ve reducida a cultivos celulares en aplicaciones ex vivo.?*

Para que la transfeccidn sea satisfactoria se debe controlar el tamafio del
precipitado; puesto que se ha correlacionado los precipitados pequefios
con una mayor eficiencia de transfeccién. Para esto se debe tomar en
consideracion que el tamafio de las particulas es sensible a la
concentracion de calcio y ADN, el pH, la temperatura y el modo en el que
el buffer salino y la solucion de ADN son mezclados durante la

precipitacion.??

Extraccion de células
del organismo para
g P precipitadoal
cultivo in vitro
cultivo celular

Prenp\lado de ADN

» SDIu(lon Hepes
+
Cacl,

Reimplantacién de las células
transfectadas al organismo

Adiciéndel

Solucién HEPES
+
CaCl;

Figura 8 Esquema de la transfeccién por precipitacion de fosfato de calcio. Fuente propia

EEEEE

26



»

m FACULTAD "m
(nu\mlul\
w UNAM ;ﬁ

1904

1.5.3 DEAE-Dextrano

DEAE-dextrano (Dietilaminoetil-dextrano) es un reactivo polimérico
policatiénico que se une y transfecta los acidos nucleicos.??

Estos complejos formados entre el ADN y el dextrano mantienen su carga
positiva, lo que le permite unirse a la superficie de la célula cargada
negativamente y pasa al interior de la célula mediante endocitosis.?® Figura
9.

Tiene como ventajas su sencillez, reproducibilidad y bajo costo, ademas de
gue se requiere de pocas cantidades de ADN. Entre sus desventajas se
puede sefalar el numero limitado de lineas celulares en las cuales se
pueden obtener resultados eficientes y su limitacion a transfecciones

transigentes de ADN en la célula huésped debido a la toxicidad del DEAE.?*

Es necesario que durante el proceso de transfeccion la morfologia celular
sea monitoreada puesto que el DEAE-Dextrano puede ser altamente tdxico

para las células.?

Extraccion de células

del organismo para Adicién del
cultivo in vitro complejo al
cultivo celular
ADN
3 - C . Complejo o

ADN-DEAE-Dextrano

Reimplantacién de las células

transfectadas al organismo DEAE-Dextrano

Figura 9 Esquema de la transfeccion con DEAE-Dextrano. Fuene propia
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1.5.4 Electroporacion

Consiste en el uso de una celda donde se colocan las células, que se
adapta aun electroporador que genera una corriente eléctrica del orden de
milivoltios, con una duracién de milisegundos, para generar orificios en la
membrana celular. A través de estos orificios se introduce el material

genético, generalmente por la precipitacion de complejos ADN-sales. (1)

Es el método fisico mas empleado; el mecanismo de accidn se supone que
los pulsos eléctricos perturban las membranas celulares, produciendo

agujeros por los cuales los &cidos nucleicos pueden ingresar.

Debido a que la electroporacion es un método sencillo y rapido, es posible
transfectar un gran nimero de células en poco tiempo una vez que se han
determinado las condiciones Optimas para la electroporacion. Las células
son suspendidas en una concentracion de 10— 107 células/mL en un buffer
salino de electroporacion, buffer salino HEPES (del inglés: hydroxyethyl
piperazineethanesulfonic acid) o medio de cultivo sin suero. Las células son
después transferidas a una cubeta estéril y se afiade el ADN a transferir.??
Figura 10.

Las ventajas de esta técnica son que permite la transfeccion de lineas
celulares recalcitrantes a otros métodos (se requiere de su optimizacion
para cada tipo celular), se aplica a millones de células a la vez y
habitualmente la eficiencia de transfeccion celular es del 100% de las

células que sobreviven al pulso eléctrico.

En términos generales la mayor desventaja de la electroporacion es su
costo, ya que la mayoria de los equipos comercialmente disponibles son
caros, en el orden de los miles de ddlares, ademas de los accesorios como

cubetas y adaptadores que también lo son.?*
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Pulso eléctrico

Extraccion de células
del organismo para
cultivo in vitro

Colocaciénde las células en medio

o Electroporador
buffer para la electroporacion

Adiciénde ADN a las
células electroporadas

Célula
transfectadas al organismo electroporada

Reimplantaciénde las células

Figura 10 Esquema de la transfeccion mediante electroporacién. Fuente propia

1.5.5 Bombardeo con microproyectiles

Este método de transfeccion celular consiste en la introduccién del ADN
adherido a microparticulas que se disparan a alta velocidad sobre las
células. Ha sido utilizado de forma satisfactoria para introducir acido
nucleico a las células en cultivo de igual forma que ocurre in vivo. La fuerza
aplicada permite que las particulas atraviesen la pared celular y depositen
el material genético en el citoplasma de la célula. A este método también

se le conoce como “pistola de genes”. 2224 Figura 11.

Los microproyectiles constituyen un método efectivo de transferir genes en
modelos tanto in vitro como in vivo. Entre las ventajas que presenta este
meétodo, y que le confieren un potencial de aplicabilidad general, destacan
su facil manejo y que un unico disparo puede producir integraciones
multiples. Sin embargo, presenta algunas desventajas, como que en la
zona de descarga se produce muerte celular; ademas, dependiendo de la
rigidez de los tejidos, la procedencia del ADN extrafio y la capacidad de
transcripcion intrinseca aparecen grandes variaciones en la eficiencia de la

expresion de los genes.

29



A

Tm FACULTAD ‘m
ovotoroa J]
UNAM

1904

Asi, la expresion conseguida suele ser transitoria y con una frecuencia
relativamente baja, cercana a 1074, tan sélo se logra la integracion efectiva
en el genoma 102 de las células expuestas, lo que hace que se requieran

grandes dosis para alcanzar el éxito.?!

Pasaje de helio
descomprimido

Perforacion del disco
de ruptura

Impulso del
microproyéctil con
— microproyéctilesde ADN

Microproyéctilescon ADN

. .. impulsados hacia las células blanco
Microproyéctil

retenido en malla

de retencién Células blanco de impacto

e

Malla de retencidn

Figura 11 Esquema de la transfeccion con bombardeo de
microproyectiles. Fuente propia

1.5.6 Inyeccion de ADN directa “desnudo”

Cuando se lleva a cabo la inyeccion directa de la parte codificadora a un
tejido se conoce como técnica “ADN desnudo”. En ella, el ADN es
vehiculizado en una solucion salina o sérica y normalmente administrado

mediante inyeccion intramuscular (figura 12).

El mecanismo por el que entra en la célula diana permanece siendo un
enigma. Esta técnica presenta un porcentaje bajo de transfecciéon y no se

logra la integracion en el genoma. Se utiliza en la terapia génica in vivo,
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aunque los valores y persistencia de la expresion de genes son

probablemente demasiado cortos (dias).

Entre sus ventajas destacan el ser un método directo, simple, econémico y
con una baja toxicidad. ElI “ADN desnudo” esta siendo utilizado como
procedimiento de vacunacion, ya que, aunque el valor de expresion de los
genes es bajo, resulta suficiente para alcanzar una respuesta

inmunoldégica.??

Gen para
el antigeno

Srd G o %wﬁ a
: RRaania sl j Plasmido ’X’Jeringa
= u ey ,’\ T \'é'w‘\‘?- Raq., <y
os e
rE 'l.'.:x,t“ RRS 3 o .
% Material i aey
Patdgeno genético “acuna de N
ADN

Inyector de
genes

Figura 12 Esquema de la transfeccion por inyeccién de ADN
directa “desnudo”.
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1.5.7 Optoporacion

La transfeccion mediada por laser (también conocida como optoporacion o
fototransfeccion) utiliza un pulso de laser para irradiar la membrana celular
con la finalidad de formar un poro momentaneo. Cuando el laser induce la
formacion del poro, los acidos nucleicos en el medio son trasferidos dentro
de la célula debido a la diferencia osmética entre el medio y el citosol. %3
Figura 13.

Se utilizan principalmente los laseres de ion argon y los laseres del titanio-
zafiro. A pesar de que las pruebas con los métodos de optoporacion han
resultado satisfactorias, los sistemas del laser empleados son
relativamente incdmodos e implican tipicamente procesos de dos fotones,
los cuales requieren la colocacion extremadamente exacta del foco del
laser en la membrana celular. Tales técnicas han demostrado ser

relativamente dificiles de alcanzar.

Una variante mas reciente de este método es la transfeccion de células por
el método de optoporacion con un laser de diodo violeta. Esta variante es
facil de poner en ejecucién, particularmente si existe un microscopio optico
disponible, pues la fuente de laser es barata, compacta y portatil, en
comparacién con las fuentes previamente usadas para el fotoporador de

laser.

Las células se pueden seleccionar visualmente apuntado por el
fotoporador, y utilizando valores bajos de energia en un corto periodo de

tiempo, no causan dafios irreversibles de la membrana de la célula.?*
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N

Figura 13 Esquema de la transfeccion por optoporacion. Fuente propia

1.5.8 Lipofeccion

Esta técnica se basa en el uso de moléculas lipidicas de carga neta
altamente positivas (catidnicas) que interactian con el esqueleto fosfatado
de la molécula de ADN. Estos polimeros con cargas positivas se unen
electrostaticamente a las cargas negativas del ADN y forman vesiculas que
interactian con la membrana celular, lo que facilita la trasferencia de ADN
al interior de la célula (figura 14). 22

Los lipidos se absorben a la membrana celular debido a propiedades de
fusidn, liberando el acido nucleico directamente dentro del citoplasma. De

esta manera se evita la degradacion lisosomal.?!

La lipofeccién es una técnica muy efectiva, aunque laboriosa. Es facilmente
reproducible, se describe tanto para expresion transitoria como estable,
resultando la expresion estable 5-100 veces mas eficiente, que por el resto

de los métodos quimicos.?*
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Tiene la habilidad de transfectar ciertos tipos de células donde no resultan
otros metodos quimicos, capaz de introducir ADN de todas las tallas desde

oligonucledtidos de cromosomas, introduccién de ARN y proteinas.

La buena eficiencia en el reparto de ADN in vivo de liposomas policatiénicos
aunque presentan una baja eficiencia de transfeccidn, constituye una
alternativa atractiva a los métodos de transferencia viral al no presentar
limitaciones en el tamafio del ADN a transducir y tener una baja

inmunogenicidad.

Los liposomas suelen ser administrados por via intravenosa, con la ayuda
de catéteres, presentando muy buenos resultados en las células de pulmon
e higado, quizas debido a que los complejos transfectantes se unen a
particulas de gran tamafio, lo que impide que puedan abandonar

eficazmente el sistema vascular.

Este vector no plantea problemas en modelos in vitro, sin embargo, in vivo

su eficacia se encuentra disminuida.?!

Las desventajas del método son, aparte del elevado precio de los lipidos,
el hecho de que no todos los lipidos funcionan en todos los tipos celulares,
y que hay que optimizar el ensayo para cada tipo celular.?*

% Endosoma
ADN
Endocitosis
{_ i ¢ Complejo
" ADN-lipido

Agente de
lipofeccion Membrana
celular

Liberaciéon de ADN

Figura 14 Esquema de la transfeccion por lipofeccion
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1.5.9 Hidrogeles

Los hidrogeles son materiales muy apropiados para aplicaciones en la
terapia génica dada su buena interaccion con los tejidos vivos, ya que por
un lado muestran buenas propiedades de biocompatibilidad, debido
principalmente a su consistencia blanda, elastica y contenido de agua. Por
otro lado, son materiales inertes por lo que las células y proteinas no
tienden a pegarse a su superficie. Y, ademas, su caracteristica de
hinchamiento en medio liquido les aporta la propiedad de absorber, retener

y liberar bajo condiciones controladas, algunas soluciones organicas.?®

Los hidrogeles son capaces de administrar genes de manera localizada,
asi como para proporcionar un medio de soporte para el crecimiento de
tejidos e inducir la formacion de proteinas inductivas. Se han utilizado
ampliamente en la ingenieria de tejidos como soporte para la formacién de
tejidos o para suministrar vectores de terapia génica no viral de manera

local.26:27

Este tipo de vectores se han usado como vectores de liberacion controlada,
para muchos hidrogeles la liberacién ocurre principalmente por difusién que
puede ser influenciado por propiedades fisicas tales como el contenido de
agua, relaciébn de hinchamiento y tamafio de particula de ADN. La
composicién quimica del hidrogel o del vector también puede influir en la
transfeccion, ya que los vectores pueden asociarse reversiblemente con

biomateriales para el transporte y la internalizacién celular.?’

Un ejemplo de hidrogel como vector para la terapia génica es hidrogel de
la marca comercial Pluronic F127®, el cual con la adiciéon de acido
hialurénico y grupos metacrilato adquieren propiedades termosensibles y
fotopolimerizables. Estos hidrogeles encapsulan el ADN mediante la
formacion del hidrogel por efecto de la temperatura y la posterior

fotopolimerizacion. Estudios demostraron que la liberacién de ADN se
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producia durante 10 dias, de forma lenta y controlada, con diferencias
dependiendo de las propiedades fisicoquimicas del hidrogel. Los hidrogeles
pueden ser utilizados como protectores para vectores virales y no virales y

pueden ser usados en terapia génica in vivo y ex vivo.?8

Molécula
ADN

RNAi >>/|

RNAmM o Transferencia d’el
hidrogel al organismo Liberacién

de ADN

. Oy ®w°@
S

e 3

Integracion a

la celula
Particula de hidrogel 1’%{3& - —
A
ADN,ARN @ L’/° \ \
( ®)

Figura 15 Esquema de la transfeccién con hidrogeles. Fuente propia

1.6 Vectores virales

Los vectores de tipo viral son actualmente los méas efectivos, fueron los
primeros en utilizarse en ensayos clinicos a comienzos de 1990 y continlan
siendo los mas utilizados en dichos ensayos. Los virus son, de hecho,

sistemas naturales de transferencia genética. 2°

Para modificar un virus y transformarlo en un vector con potencialidad
terapéutica, el primer paso es bloguear su capacidad de propagacion
eliminando los genes responsables de su replicacion Asi, el vector viral solo
podra multiplicarse o crecer en cultivos de lineas celulares modificadas

genéticamente que sobreexpresan la parte genoma viral que ha sido
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delecionado; a estas células se las conoce como “células de

empaquetamiento”.?!

El segundo paso en el proceso de obtencién de un vector viral es la
eliminacion de parte del genoma viral para crear espacio donde introducir
el material terapéutico (gen o genes, mas los elementos de control). Se han
de eliminar genes que no sean esenciales y, especialmente, aquellos que

puedan resultar toxicos o perjudiciales para la célula a tratar.

En general, los vectores virales presentan como ventaja su gran eficacia de
transferencia y la posibilidad, en algunos casos, de integrar el transgen en
el genoma de la célula huésped. Sin embargo, arrastran importantes
limitaciones que incluyen su falta de especificidad celular en la mayoria de
los casos, la limitacion del tamafio en el material genético a incorporar,
debido a que han de empaquetarlo en la cépsida, su elevada
inmunogenicidad y, sobre todo, el riesgo biolégico que conllevan
(reconstitucién de particulas replicativas por recombinacién genética y

oncogenicidad inducida por integracién inespecifica).2°

1.6.1 Vectores adenovirales

Los adenovirus (Ad) pertenecen a la familia Adenoviridae. Se conocen casi
50 serotipos distintos de adenovirus humanos divididos en 6 subgrupos (A
a F) en funcion de sus caracteristicas inmunoldgicas, biologicas y
secuencias genomicas. Los adenovirus humanos mejor caracterizados y
mas utilizados en terapia génica son los Ad tipo2 y Ad tipo5, ambos

pertenecientes al subgrupo C.%4

Los adenovirus son virus DNA sin envuelta con un genoma bicatenario de
hasta 36 kb (miles de pares nucleotidos). Se han seleccionado los serotipos

2 y 5 para la obtencion de vectores por no estar asociados con ninguna
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enfermedad severa ni originar tumores en animales. La estructura del

adenovirus se presenta en la figura 16. 2°

Proteina asociada a base
pentosa llla

Nucleoproteina
Va2

Nucleoproteina

OMU

Base pentosa

Proteina terminal del : Proteina asociada a exén
0 genoma \
Proteina asociada a exén o . y
. Proteina asociada a exon"
@ Nucleoproteina VII IX Vil

Figura 16 Estructura del adenovirus.

El ciclo infectivo de los adenovirus puede diferenciarse en dos fases:

a) Primera fase: (o fase temprana) Consiste la entrada del virus en la
célula huésped, el transporte del genoma viral al nicleo y la
transcripcion y traduccion selectiva de los genes tempranos. Esta

fase suele requerir, en células permisivas, entre 6-8 horas.

b) Segunda fase: (o fase tardia) Consiste en todos los procesos
posteriores a la replicacion y terminan con el ensamblaje de las
proteinas estructurales y la maduracion del virus infectivo en el
nacleo. Esta fase suele ser mas rapida liberando particulas virales

en 4-6 horas
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El genoma adenoviral se puede dividir en dos regiones, dependiendo de
gue su transcripcion sea anterior 0 posterior a la replicacion del mismo. Las
regiones de transcripcion temprana se denominan regiones tempranas E1,

E2, E3 y E4y las regiones transcritas durante la fase tardia L1 a L5.

La infeccidn adenoviral finaliza con la lisis celular y la liberacion de nuevas

particulas Adenovirales. 142°

Los adenovirus son los vectores virales mas empleados actualmente en
terapia génica in vivo, y debido a sus propiedades son uno de los mejores
vectores para la terapia génica del cancer y mas concretamente para la

inmunoterapia génica.

Las propiedades de los vectores adenovirales son:

a) Un tropismo muy amplio, infectando numerosos tipos celulares.

b) Infectan tanto células quiescentes como células en division.

c) Muy alta eficacia de transduccion; expresan cantidades altas del
transgen.

d) No requieren de integracion en su ciclo infectivo y el material génico
se expresa de forma episomal.

e) Son muy inmunogénicos.

f) Su construccion, manipulacion y produccion son relativamente
sencillas, son virus estables y se obtienen titulos altos (10*-10%°
p.i./ml).

g) No se han descrito patologias graves asociadas al adenovirus
salvaje.

h) Su toxicidad como vector es baja y su bioseguridad es alta.

En general los adenovirus utilizados como vectores para la terapia génica

pueden clasificarse en tres tipos:
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a)

b)

Adenovirus de primera generacion: La primera generacion de
vectores adenovirales se obtuvo mediante delecion de la region E1,
gue bloqueaba su capacidad replicativa y la E3, aparentemente no
esencial. Los adenovirus de primera generacion son, hasta el dia de
hoy, los m&s empleados en terapia génica. Los adenovirus de

primera generacion demuestran tener una alta inmunogenicidad.

14,20

Adenovirus de segunda generacién: Para disminuir la
inmunogenicidad de los adenovirus de primera generacién se
desactivaron genes para la replicacion del ADN del virus.
Posteriormente se demostrd que la presencia de E3 incrementaba
significativamente la expresion del transgen y disminuia la respuesta
inmune, por lo que volvié a introducirse en la segunda generacion

de vectores a expensas de otras regiones como la E4 o la E2.20:30

Adenovirus de tercera generacion: Los adenovirus de tercera
generacion también denominados, vacios o “gutless”, “helper
dependent” o “fully deleted” (en inglés) constituyen el Gltimo tipo de
vectores adenovirales desarrollados hasta hoy. En este tipo de
vector todo el ADN del virus ha sido eliminado, manteniendo
solamente las secuencias necesarias para la replicacion y la
encapsidacion. Estos virus podrian transportar material génico
exdgeno de hasta 37 Kb, por ejemplo, varios transgenes distintos o
genes completos. La elaboracion de este tipo de vectores es

laboriosa y necesita ser optimizada.43°

La mayoria de los vectores adenovirales son utilizados en el tratamiento

contra el cancer. También son utilizados como vacunas, al expresar una

proteina antigénica extrafia y desatar una respuesta inmune o en terapia
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génica donde el vector adenoviral expresa una proteina no mutante para

corregir un defecto genético.

Miles de personas han sido y estan siendo exitosamente vacunadas contra
enfermedades respiratorias agudas, por la administracion gastrointestinal

de vacunas Ad serotipo 4 y Ad serotipo 7.3t

1.6.2 Vectores retrovirales y lentivirales

Los retrovirus (Rv) pertenecen a la familia Retroviridae. Son virus de ARN
monocatenario de polaridad positiva (+RNA) envueltos, de céapside
icosaédrica que contiene la transcriptasa inversa (RT), la integrasa y dos
copias del genoma viral. Este tiene 3 tipos de genes: genes gag (que
codifican las proteinas de la capside), genes pol (que codifican las enzimas
necesarias para el ciclo viral, como la proteasa y la integrasa) y genes env
(que codifican las glicoproteinas de la envuelta). La estructura del retrovirus

se muestra en la figura 17. 3233

Vif, Vpr, Nef y p7

gp120 proteasa
proteina
dec atraquc
41 membrana
glucsogmtcln- lipidica
transmembrana

integrasa

nucleocapside

transcriptasa
inversa
genoma

virico (ARN)

Figura 17 Estructura del retrovirus.

41



@A

i

FACULTAD
opoNTOLOGA m
UNAM

1904

La familia Retroviridae esta compuesta por las subfamilias Spumaviridae,
Lentiviridae y Oncoviridae. Los derivados de oncovirus murinos tipo C o y-
retrovirus han sido los mas utilizados en pruebas clinicas para la terapia

génica, en concreto el virus de leucemia murina (MLV).32:33

El ciclo replicativo de los retrovirus comienza cuando el virus es reconocido
por receptores celulares, seguido de la fusion de la envuelta viral con la
membrana celular y a la internalizacion del nucleoide. A continuacion, tiene
lugar la retrotranscripcion del genoma para formar un ADNc (ADN
complementario) bicatenario, dentro de la nucleocépside, después se
desensambla la capside y se transporta al nicleo. Mediante la integrasa, el
genoma viral se integra en el genoma de la célula hospedadora, y entonces
comienza la transcripcién. Los ARNm son exportados al citoplasma y
traducidos, dando lugar a poliproteinas gag y pol, que forman nuevas
nucleocapside al unirse a la sefial de empaquetamiento de los ARN

positivos, y a las proteinas de la envuelta, que se dirigen a la membrana.

Tras el empaquetamiento, que tiene lugar en el citoplasma, las capsides
salen de la célula por evaginaciéon de la membrana, quedando rodeadas de
nuevo por una envuelta fosfolipidica procedente de la célula hospedadora
que contiene las glicoproteinas codificadas por el virus que habian llegado
anteriormente a la bicapa.

Las nuevas particulas retrovirales se activan cuando la proteasa rompe la
poliproteina gag pol dentro de la propia particula viral y da lugar a moléculas
independientes de proteasa, integrasa y retrotranscriptasa. Para generar
un retrovirus recombinante defectivo, se sigue el esquema general descrito

anteriormente.32

Los vectores retrovirales han constituido el vehiculo de eleccion para una
transferencia génica clinica debido a su eficacia, seguridad y expresion

génica estable a largo plazo.3*
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Las ventajas de los vectores retrovirales son las siguientes:

a) Tienen buena infectividad.
b) Son integrativos, con lo cual aseguran una larga duracién de la

expresion.

Los vectores retrovirales presentan las siguientes desventajas:

a) Baja capacidad de carga (7-8kb).

b) Son bastante labiles y dificiles de producir.

c) Son inactivados por el sistema del complemento.
d) Sdlo transducen células en division.

e) Oncogénicos.

f) Baja especificidad.

Los vectores retrovirales se aplican principalmente en terapia génica ex
vivo transfectando células madre hematopoyéticas, por ejemplo, en el

Sindrome de Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID).2% 32

El virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) pertenece a una
subfamilia dentro de los retrovirus, los lentivirus, y al igual que otros
miembros de dicha familia de VIH pueden infectar células quiescentes.
Actualmente esto hace que los lentivirus sean vectores atractivos para una

terapia génica.3*

La principal aplicacion de los lentivirus esta en la transferencia de genes a
células del sistema nervioso in vivo, y a progenitores hematopoyéticos ex

vivo, que también se aplica en el SCID.?% 32
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1.6.3 Vectores herpesvirales

Los herpes virus (HSV), familia Herpesviridae, son virus con genoma
constituido por una cadena grande y lineal de ADN bicatenario de 100-230
Kb. Los virones estan constituidos por una capside icosaédrica, rodeado
por una envoltura lipoproteica que contiene glucoproteinas de un tamafio
aproximado de 150 nm. La estructura del herpesvirus se muestra en la
figura 18.%2

Nucleocapside Tegumento

ADN

Envoltura de bicapa
lipidica

Glucoproteina
de superficie gC

Glucoproteina de
superficie gD

Glucoproteina
de superficie gB

Glucoproteina de
superficie gHy gL

Figura 18 Estructura del herpesvirus.

La familia Herpesviridae estd compuesta por las subfamilias:
e Alfaherpesviridae. Conformada por los Human Herpesvirus 1 (VHH-
1), 2 (VHH-2) y 3 (VHH-3).
e Gammaherpesviridae. Conformada por los Human Herpesvirus 4
(VHH-4) y 8 (VHH-8).
o Betaherpesviridae. Conformado por los Human Herpesvirus 5
(VHH-5), 6 (VHH-6) y 7 (VHH-7).

44



@A

i

FACULTAD
opoNTOLOGA m
UNAM

1904

Los Herpesvirus establecen una infeccion latente en las neuronas,
generalmente benigna. El virus se replica en el epitelio ocular o en el
orofacial, invade terminaciones nerviosas locales, asciende a los ganglios
utilizando el transporte axonal y se mantiene en las neuronas sensoriales
en un estado latente. El virus es reactivado solo bajo ciertos estimulos
celulares, en los cuales se induce la expresion de proteinas tempranas, y

se inicia el ciclo de lisis y replicacion.

Para la construccion de un vector basado en el HSV se han utilizado dos
estrategias, una de ellas es similar al utilizado para los vectores de
adenovirus, en este caso se elimina las secuencias de genes que expresan
las proteinas tempranas de su ciclo replicativo, haciendo un vector
deficiente para replicarse. Genes de hasta 150 Kb pueden ser transducidos
por un vector de HSV. La segunda estrategia consiste en construir un "mini-
HSV", con las minimas secuencias necesarias para la formacion de la
particula viral y la infeccion de la neurona. Requieren de algunas proteinas
para la formacion de la particula viral y la infeccion de la neurona a través
de una célula empaquetadora. Los sistemas de vectores basados en HSV
necesitan de mayores pruebas de seguridad, pues la fisiopatologia de la

infeccioén viral no esta del todo esclarecida.

Las caracteristicas de los vectores herpesvirales son:

a) Capacidad de transfectar células quiescentes, especificamente
neuronas y células gliales.

b) Capaz de transfectar multiples lineas celulares como fibroblastos,
macrofagos y neuronas.

c) El material genético transfectado puede ser estable y permanecer
en estado latente de forma episomal.

d) En estado de latencia el material genético transfectado no afecta la
funcionalidad de la célula.

e) Capaces de transfectar hasta 150 Kb.

N —
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f) Asociados con procesos linfoproliferativos y malignidad,

especificamente la subfamilia y-herpesvirus.

El virus del herpes simple tipo 1 (VHH-1 0 VHS-1), perteneciente a la familia
a-herpesvirus, esta siendo ampliamente utilizado como vector para la
transferencia genética en el sistema nervioso. El virus del Epstein-Barr
(VHH-4 o VEB), perteneciente a la familia y-herpesvirus, es capaz de
establecer un estado latente en células en division en las cuales el episoma
viral es capaz de replicarse coordinadamente con la division de la célula y
es heredado a la progenie de dichas células; por lo tanto, los vectores
derivados del virus del Epstein-Barr tienen el potencial de corregir la
deficiencia genética de un grupo celular durante un periodo estable.

Recientemente se han desarrollado vectores derivados del Herpesvirus
saimiri (HVS), virus endémicos de poblaciones de monos ardilla, los cuales
son capaces de infectar lineas celulares humanas con alta eficacia,
incluyendo linfocitos T y lineas celulares de carcinomas. El material
genético del HVS es capaz de mantenerse de forma episomal en las células
transfectadas, los cuales se segregan a la progenie celular durante la

division celular tanto en métodos In vivo como ex vivo.3®

1.6.4 Vectores asociados a adenovirus

El virus adenoasociado (VAA) es un virus perteneciente a la familia
Parvoviridae y al género Dependovirus; éstos requieren de un virus
colaborador como un adenovirus (Ad) o un virus del herpes simple que les
proporcione las proteinas necesarias para replicarse eficientemente. En
ausencia de un virus colaborador los VAA permanecen de forma latente en

la célula.36
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Los VAA son virus pequefios de ADN de cadena sencilla de 4.7 Kb y su
genoma contiene dos genes: rep (replicacion) y cap (capside). El gen rep
codifica para cuatro proteinas reguladoras que participan en la replicacion,
integracion y en la formacion de genomas virales de cadena sencilla. El gen
cap codifica para tres proteinas estructurales que son necesarias para la

generacion de las particulas infecciosas. La estructura de los VAA se
muestra en la figura 19.36 37

Capside

ADN

Figura 19 Estructura de los virus adenoasociados.

Los VAA son uno de los vectores mas utilizados. Principalmente porque
inducen una expresion eficiente del transgen por tiempos prolongados en
diferentes tejidos como lo son: el higado, el musculo, la retina y el sistema
nervioso central. Sin embargo, su capacidad de empaguetamiento se

restringe cuando se realiza a gran escala, lo que trae como consecuencia
una produccion ineficiente.

Las caracteristicas de los vectores asociados a adenovirus son las
siguientes:

a) Capaz de albergar hasta 5 Kb

b) Transfeccién de un elevado nimero de lineas celulares.

EEEEE
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c) Expresion eficiente del transgen por tiempos prolongados.

d) Capacidad de transfeccion en células quiescentes y en division

e) Capacidad de integrarse a una region especifica de la célula
huésped (el brazo g del cromosoma 19) lo que elimina la posibilidad
de mutagénesis.

f) Baja inmunogenicidad.

g) No son autonomos, es decir, dependen de otros virus para su
replicacion.

h) Dificil produccion.

i) Dificiles de eliminar totalmente.

i) Baja especifidad.

Diferentes serotipos de VAA tienen distintos patrones de expresion debido
a diferencias en las células y en las actividades intracelulares. Por ejemplo,
el serotipo VAA-1 es adecuado para inducir la expresion en el musculo
esquelético y la retina, mientras el serotipo VAA-5 transduce eficientemente
a las neuronas y a las células de pulmon. Por el contrario, los VAA-2 se
caracterizan porque se expresan por mayor tiempo, pero los niveles de

expresion son pobres.

Otro hallazgo importante de los VAA es que sensibilizan a las células para
drogas terapéuticas, de tal forma que la infeccion con el virus VAA-2
incrementa la fragmentacion de las células de Hela y de las A549 que

induce la quimioterapia con cisplatino.”: 20 36. 37

En la actualidad se han desarrollado los diferentes serotipos de VAA como
vectores recombinantes para tratar diversas enfermedades como la
inmunodeficiencia combinada severa, amaurosis congénita de Leber,
enfermedad de Parkinson, hemofilia A y B, cancer, fibrosis hepatica, entre

otras.3’
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1.7 Terapia génica antisentido

El término antisentido se aplica a secuencias cortas de ADN o ARN

(oligonucledtidos) disefiadas para ser complementarias de secuencias

génicas especificas, con el fin de interferir el flujo de informacion genética.

Los agentes terapéuticos antisentido inhiben la sintesis proteica al interferir

los procesos de transcripcion y/o traduccién. Existen tres clases principales:

a)

b)

Secuencias antisentido (ARN de interferencia pequefio o SiRNA por
sus siglas en inglés): derivan de acidos nucleicos que se unen
(hibridan) con hebras de ARNm citosolicas (hebras con sentido:
portadoras de la informacién necesaria para la sintesis de proteinas
en los ribosomas) o de ARNhn (precursor nuclear del ARNm), a
través de puentes de hidrégeno, por complementariedad de las
bases correspondientes del &acido nucleico. Normalmente, las
secuencias antisentido son secuencias cortas de acido nucleico, por

lo que habitualmente se les denomina oligonucledtidos antisentido.

Secuencias antigen (micro ARN o miARN): de forma similar a las
secuencias antisentido, las secuencias antigen se hibridan al ADN
de doble hebra localizado en el nicleo, creando secuencias en triple
hélice que bloquean la transcripcion del gen correspondiente, bien
directamente o bien interfiiendo en la unién de proteinas a

secuencias especificas del ADN.

Ribozimas: los ARN antisentido pueden catalizar enzimaticamente
la hidrolisis de secuencias especificas de ARNm. Estos ARN
cataliticos se denominan ribozimas, y actian sobre sustratos
naturales concretos, pero en el caso de la terapia antisentido se

disefian de forman que combinen dicha actividad catalitica con la
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posibilidad, aportada por el apareamiento de bases, de reconocer

especificamente diversas secuencias de ARN diana.

En general, pueden seguirse dos enfoques en terapia antisentido:

a)

b)

La administracion directa de oligonucleétidos. En éste caso, ademas
de la microinyeccién directa, se han investigado diversos métodos
de liberacion in vitro como son la formacion de complejos con lipidos
cargados positivamente, la incorporacién en el interior de liposomas

y la electroporacion.

La expresion de los oligonucledtidos tras la transfeccion de
determinadas células. Es este caso se han utilizado vectores como
adenovirus o retrovirus; en tal caso, el vector es administrado al
paciente, cuyas ceélulas serdn las encargadas de generar el

oligonucledtido antisentido.

La expresion de oligonucledtidos presenta ciertas ventajas y desventajas

con respecto a la administracion directa de los mismos:

a)

b)

La produccion directa a nivel nuclear permite mecanismos
adicionales, ya que el oligonucleétido puede interferir en el
transporte del ARNm al citoplasma y puede interferir en el proceso

de transcripcion de la hebra de ADN complementaria.

Los ARN antisentido expresados son de mayor longitud, lo que
ofrece mas posibilidades de interaccion con el ARNm diana, aunque
esto también puede favorecer la formacién de interacciones no
especificas y facilitar la formacién de estructuras secundarias que

interfieran en el proceso de hibridacién.? 38
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Los problemas que puede presentar la terapia antisentido son:

a) Degradacion del oligonucleétido in vivo.
b) Captacion ineficiente por parte de la célula.
¢) Unidn no especifica.

d) Rotura del ARN no especifical? 38
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CAPITULO 2 APLICACIONES EN ENFERMEDADES
CRONICAS

A lo largo de la historia de la medicina han existido diversos tipos de
tratamientos para las enfermedades cronicas, enfermedades que, tienen un
periodo de duracién largo y por lo general de progresion lenta, cuyo periodo
de curacién no es exacto o incluso puede no llegar a ocurrir nunca. Dichos
tratamientos son enfocados a disminuir la sintomatologia de las
enfermedades con fines de evitar complicaciones de las mismas, alargar el

tiempo de vida o brindar una mejor calidad de vida al paciente.

Las enfermedades cronicas pueden tener una etiologia meramente
genética, es decir, enfermedades que son causadas por mutaciones en el
material genético de un individuo, que pueden afectar desde un sélo gen
(enfermedades monogénicas) e incluso cromosomas (anomalias
cromosomicas). Las enfermedades crénicas pueden también tener una
etiologia multifactorial, es decir, que son producidas por multiples factores
ambientales y/o mutacion en varios genes (enfermedades poligénicas)

generalmente de diferentes cromosomas.

Las enfermedades cronicas pueden ser de caracter adquirido, es decir
enfermedades que se desarrollan en el momento del nacimiento, en punto

de o después, un ejemplo de enfermedades adquiridas son las infecciones.

La terapia génica se ha desarrollado como un método de acercamiento al
tratamiento de las enfermedades crénicas basado en la transferencia de
material genético a las células de un individuo. Habitualmente la finalidad
de esta transferencia de material genético es restablecer una funcion
celular que estaba abolida o defectuosa, introducir una nueva funcién o bien

interferir con una funcién existente.

52



FACULTAD

DE
ODONTOLOGIA

UNAM
1904

=¥
=i

2.1 Hemofilia

Las hemofilias son un padecimiento hereditario comun y distribuido por todo
el mundo; se deben a la deficiencia o ausencia de los factores VIII (hemofilia
A, hemofilia clasica, HA) o IX (hemofilia B, enfermedad de Christmas, HB)

de la coagulacion.

El gen que codifica el factor VIII (FVIII) se localiza al final del brazo largo
del cromosoma X, en Xg28.1. Se han informado 6 mutaciones puntuales
(mutaciones a nivel molecular que afectan la constitucién quimica de los
genes, es decir a las bases del DNA en un 65%), deleciones (28%) e
inserciones (6%); casi 50% de los afectados de HA severa presentan una

mutacion compleja del tipo re-arreglo.

El gen del FIX se encuentra un poco méas hacia el centromero en Xq27.2,
aungue existe una amplia gama de mutaciones, las mas frecuentes son las

puntuales.®®

Hasta ahora se han completado cinco pruebas clinicas de terapia génica
para la hemofilia en las que participaron un total de 41 pacientes. Todos
estos estudios han sido pruebas de fase I/l en las que el propésito principal
ha sido evaluar la toxicidad potencial del tratamiento (fase I) y determinar
si hay signos precoces de beneficio terapéutico (fase Il). Debe sefialarse
gue ningun paciente mostro evidencia alguna de desarrollo de inhibidores
como respuesta a la transferencia de genes. Ninguno de los pacientes
tratados en estas pruebas clinicas experimenté efectos adversos
importantes de largo plazo, aunque dos personas tuvieron efectos
secundarios transitorios relacionados con su tratamiento con vectores

virales (tabla 1).4°
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Vector/promotor Insercion/organo Sujetos Resultados Complicaciones Referencias
(patrocinador del estudio) principal (N)
Hemofilia A:
No viral/ fibronectina con implantacion omental 12 no hubo respuestas sostenidas no hubo efectos adversos | Rothetal,
cADN de factor VIII después de electroporacion posibles niveles de factor VIII de importancia; se 2001

desprovisto de dominio B
(Transkaryotic Therapies)

ex vivo, seleccion y
crecimiento de fibroblastos
autologos cultivados

transitorios, pero a nivel de deteccion
en algunos, posible requisito de
menores infusiones

requiere biopsia de piel y
cirugia laparoscopica con
factor VIII

Retroviral/viral-LTR con 3 dosis intravenosas 13 no hubo respuestas sostenidas no se observo ninguna Powell et al,
cADN de factor VIII diarias/higado en algunos, posible supervivencia 2003
desprovisto de dominio B prolongada del factor VIII transfundido
(Chiron) en algunos, posible requisito de
menores infusiones
Adenoviral /albumina con intravenosa/higado 1 no hubo respuesta sostenida disfuncion transitoria del | White, 2003
cADN de factor VIII de posibles niveles de factor VIII higado y trombocitopenia
longitud completa transitorios, pero a nivel de deteccion
(GenStar)
Hemofilia B:
Viral adenoasodado, VAA- | intramuscular/multiples 8 no hubo respuestas sostenidas no hubo eventos adversos | Manno et al,
2/CMV con cADN de inyecciones en el vastus vector v expresion persistentes, de importancia; se 2003
factor IX e intron parcial lateralis de ambos lados demostrada hasta por 10 meses en administro factor DX para
(Avigen) biopsias musculares evitar hemorragia
intramuscular

Viral adenoasociado, VAA- | intrahepatica mediante un 7 no hubo respuestas sostenidas disfuncion transitoria del | High, 2004;
2/ alfa-antitripsina con catéter con oclusion con la dosis mas elevada, un paciente higado en dos pacientes; | Highetal,
cADN de factor IX (Avigen) | momentanea mediante logro niveles transitorios de factor IX se administro factor IX 2004;

globo del flujo a la arteria de 12% para evitar hemorragia Manno et al,

hepatica en algunos, posible requisito de durante procedimiento 2006

menores infusiones

Tabla 1 Pruebas clinicas de transferencia de genes para hemofilia A y B.
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Las pruebas iniciales de terapia génica para la hemofilia en humanos no
han mostrado efectos adversos persistentes, aunque, en el mejor de los
casos, los incrementos en los niveles de factor de coagulacién han sido
minimos y de corta duracion. Parece probable que, para que se logren
niveles terapéuticos de factor de coagulacién a largo plazo en humanos,
sera necesario superar varios retos que todavia prevalecen, incluyendo
prevencion en el anfitrion de respuestas inmunes al vector y al producto
transgen, mayor eficacia de transfeccion, asi como desarrollo de
estructuras de transgenes que mantengan una expresion persistente
después de su administracion. No obstante, a pesar de estos retos, todavia
hay motivo de optimismo y el desarrollo de métodos seguros y eficaces

para brindar una “cura” a la hemofilia sigue siendo factible.*°

2.2 Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 resulta de una destruccion autoinmune de las células
beta pancreéticas que lleva al déficit en la produccion de insulina y al

desarrollo de hiperglucemia.

Aunqgue la diabetes tipo 1 es una enfermedad poligénica, los genes de la
regién HLA, y en especial los genes HLA de clase Il (DQA1, DQB1y DRB1)
son los principales factores de susceptibilidad genética frente a la
enfermedad. La region HLA se ubica en el brazo corto del cromosoma 6,
en una region que abarca cerca de 4.000 Kbp y que contiene mas de 200
genes, de los que el 40% se estima que estan relacionados con la funcién

inmune.4?

En la diabetes tipo 1, la terapia sustitutiva con insulina, a pesar de que
permite a los pacientes llevar una vida activa, no es perfecta, debido a la

dificultad para mantener la normoglucemia.*
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Por ello, es necesario desarrollar terapias mas efectivas que permitan

mantener la normoglucemia. El disefio de nuevas terapias para la diabetes

tipo 1 requiere en primer lugar avanzar en el conocimiento de los

mecanismos moleculares que llevan al desarrollo de la enfermedad. Ello,

junto con los avances en el campo de la terapia génica, contribuira muy

probablemente en un futuro a desarrollar aproximaciones que llevaran a la

curacion de la enfermedad.*!

La terapia génica podria ser de utilidad en el tratamiento, la curacion o la

prevencion de la diabetes. Las principales terapias que se han propuesto

en este sentido son fundamentalmente de cuatro tipos:

a)

b)

Terapia génica preventiva. En modelos animales, se han descrito un
gran numero de aproximaciones que tienen como objetivo reducir o
eliminar la respuesta inmunitaria contra las células beta. Sin
embargo, actualmente es dificil que estas aproximaciones se
trasladen a la clinica, ya que no existen marcadores fiables para
predecir qué individuos van a desarrollar diabetes tipo 1.

Terapia génica curativa. Esta estrategia pretende regenerar la masa
de células beta in situ en el pancreas del paciente y, a su vez,
contrarrestar la respuesta autoinmunitaria. El objetivo es
incrementar la replicacion de las células beta remanentes, o bien
inducir la formacién de nuevas células beta (neogénesis), para
regenerar los islotes que han sido destruidos y conseguir que las
nuevas células beta estén protegidas frente al ataque inmune. Esta
aproximacion supone un gran reto para la medicina regenerativa y,

en caso de éxito, representaria la curacion de la enfermedad.

Terapia génica sustitutiva. Diferentes aproximaciones pretenden

contrarrestar la hiperglucemia diabética y mantener la
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normoglucemia mediante el incremento de la captacién de glucosa
por los tejidos periféricos gracias a la expresion del gen de la insulina
en tejidos extrapancreaticos. Otras aproximaciones estan centradas
en inducir un proceso de neogénesis de células beta en el higado,

mediante transferencia a este érgano de genes clave.

d) Terapia génica para las complicaciones secundarias. El objetivo es
contrarrestar o retrasar la retinopatia, la nefropatia o la neuropatia
diabéticas. Estas aproximaciones representan un &rea de
investigacibn muy activa y, aunque la mayoria de ellas son adn
experimentales, existe ya algun ensayo clinico de terapia génica

para la isquemia de las extremidades en pacientes diabéticos.

En la actualidad se han llevado a cabo diferentes pruebas de concepto que
demuestran que es posible mejorar la glucemia de animales diabéticos
mediante diversos protocolos de terapia génica. En este sentido, un
elevado numero de estudios se han centrado en la posibilidad de expresar
insulina o derivados de la insulina en células no beta pancreaticas, como

hepatocitos o fibras del musculo esquelético.* 43

Hasta 1983 toda la insulina utilizada para el tratamiento de la diabetes era
extraida de pancreas de porcino y bovino, sin embargo, el uso prolongado
de este tipo de insulinas provoca, en algunos individuos, una respuesta
inmune. Actualmente gracias a la ingenieria genética se puede obtener
insulina humana aislando el gen que codifica para la produccion de la
insulina e introduciéndolo en una bacteria genéticamente modificada (E.

coli) para que esta sea capaz de producir dicha hormona.*
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2.3 Cancer

El cancer enfermedades en la que hay células anormales que se multiplican

sin control y pueden invadir los tejidos cercanos.

El cancer es una enfermedad genética, es decir, es causado por cambios
en los genes que controlan la forma como funcionan las células,

especialmente la forma como crecen y se dividen.

Los cambios genéticos que contribuyen al cancer tienden a afectar tres
tipos principales de genes, proto-oncogenes, genes supresores de
tumores y genes reparadores del ADN. Estos cambios se llaman a veces

"causantes" de cancer.4®

El concepto de terapia génica se origina de nuevos conocimientos en la
biologia molecular del cancer y la compleja interaccién entre las células
tumorales y el sistema inmunitario. Estos conocimientos se utilizan para
producir estrategias en el tratamiento del cancer o la estimulacion de la
respuesta inmunitaria contra antigenos tumorales. Se han revisado
multiples avances terapéuticos y resultados de los ensayos clinicos de la
terapia génica en el cancer y no han sido satisfactorios; sin embargo, se
siguen realizando esfuerzos para mejorar las fuentes de transferencia

génica y los genes terapéuticos.

Se pueden distinguir tres tipos de enfoques de terapia génica contra el

cancer:

a) Inmunoterapia. Se refiere a estimular al sistema inmune para el
reconocimiento y la destruccién de células cancerigenas, Sin embargo,
el éxito con la inmunoterapia convencional ha sido limitado, debido a

qgue las células cancerigenas tienden a desarrollar mecanismos para
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evadir la respuesta inmune. Una amplia gama de terapias génicas esta

siendo implementada para superar dicha limitacion.

Actualmente se esta utilizando terapia génica para crear vacunas contra
el cancer. A diferencia de las vacunas para agentes infecciosos, estas
las vacunas no pretenden prevenir la enfermedad, sino curarla o
contenerla a través del entrenamiento del sistema inmunitario del
paciente para reconocer las células cancerigenas al presentarlas con

antigenos celulares inmunoestimuladores.

Se han descrito tres vias para la aplicacion de la inmunoterapia:

¢ Inmunoterapia con células cancerigenas alteradas: en esta
técnica se obtienen células cancerigenas del paciente
(autdlogas) o de una linea de células cancerigenas establecidas
(alogénicas) y se cultivan in vitro, estas son modificadas
haciéndolas méas susceptibles a la respuesta inmune
agregandoles uno o mas genes, que a menudo son genes de
citocinas que producen moléculas proinflamatorias estimulantes
del sistema inmune, después estas células modificadas son
asesinadas y los productos restantes son incorporados en una

vacuna.

e Inmunoterapia con genes in vivo: esta técnica consiste en la
liberacibn de genes inmunoestimuladores, generalmente
citosinas, directo al tumor, in vivo. Una vez dentro de las células
cancerigenas estos genes producen proteinas para

presentarlas al sistema inmune.

¢ Inmunoterapia con células inmunes alteradas: esta técnica
consiste en modificar las células inmunes del paciente, una vez

obtenidas las células, un antigeno tumoral u otro gen

N —
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estimulador les es afadido. Estas células alteradas son
capaces de inducir una respuesta inmune hacia las células

cancerigenas.

La tabla 2 proporciona una lista de los ensayos clinicos avanzados en este
campo, incluida la fase, el tipo de la célula utilizada y el gen utilizado para
crear una mejor respuesta. Estos ensayos fueron seleccionados para
ilustrar el hecho de que hay amplios rangos de ensayos en diferentes
etapas de eficacia utilizando una variedad de vectores para muchos tipos

de céancer.

b) Agentes oncoliticos. En esta técnica se utilizan vectores. los cales son
generalmente virus que son genéticamente modificados para destruir
las células cancerigenas. Estos vectores estan disefiados para
identificar e inducir la muerte de la célula por medio de la propagacion
de los virus, expresion de citosinas o lisis. Los vectores utilizados para

esta técnica son los Ad, Rvy VHS-1.

La terapia adenoviral mas destacable es la terapia viral ONYX-015 (un
adenovirus genéticamente modificado, al cual le es removida la proteina
E1B) sin esta proteina el virus es incapaz de replicarse en células que
tienen un correcto funcionamiento del gen p53 (gen necesario para
activar la apoptosis). En las células cancerigenas, al no tener un
correcto funcionamiento del gen p53, el virus puede llevar a cabo su
replicacion e inducir la lisis celular. La terapia con ONYX-015 se
encuentra en las etapas | y Il en el tratamiento contra el carcinoma de
células escamosas y en conjuncién con la quimioterapia ha demostrado
gue tiene mejores propiedades antitumorales y lo cual le ha permitido

concluir en una etapa lll.
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Prostata

Pancreas

Prostata

Linfoma

Melanoma

Murina a(1, 3)
galactosiltransferasa

CEA and MUC-1

GM-CSF

GM-CSF and CD40L

IL-2

CD-80

Los glicoproteinas de ratén son expresados en células alogénicas de prdstata para producir una respuesta de rechazo
agudo.

Vacunas no recombinantes y el virus de la viruela aviar son manipulados para producir “CEA” Y muc-1 insertados
subcutaneamente para generar una respuesta inmune al cancer de pancreas.

Células de prostata alogénicas expresando el gen “GM-CSF” son utilizadas para inducir una respuesta inmune tras la
quimioterapia y la infusion de células mononucleares en la sangre.

Células autdlogas son combinadas con células alogénicas que expresan “GM-SCF” y “CD40L" e incorporadas en una
vacuna con dosis bajas de IL-2

Células autdlogas de tumores son manipuladas para expresar IL-2 y son incorporadas en una vacuna.

Un adenovirus no recombinante medificado que contiene el antigeno CD-80 del tumor es inyectado
subcutaneamente junto con la citosina |L-2 para producir una respuesta inmune al céncer prostatico.

1l

11

Abreviaturas: CD-80, cytokine co-stimulatory molecule (Molécula co estimulante de citosina); CEA, carcinoembryonic antigen (antigeno carcinoembrionico); GM-CSF, granulocyte-macrophage colony
stimulating factor (Factor estimulante de colonias granulocitos-macréfagos); IL-2, Interleucina- 2; MUC-1, mucina 1.

Tabla 2 Ensayos clinicos de terapia génica mediante inmunoterapia.
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El segundo tipo de viroterapia oncolitica sometida a ensayos clinicos
utiliza el virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1). Dos vectores, G207 y
NV1020, se encuentran actualmente en ensayos de fase | y fase Il para
el tratamiento de canceres intratables. Las mutaciones en varios genes
de estos virus del herpes aseguran que se replican eficientemente
solamente en células cancerosas. Estos vectores virales tienen dos
mecanismos distintos de muerte celular. La porcion litica del ciclo de
vida del virus mata directamente a las células y timidina quinasa que se
expresa a partir de los genes viricos sensibiliza las células al ganciclovir
(antiviral utilizado para el tratamiento de las infecciones causadas por
citomegalovirus). Estos vectores de terapia viral se han utilizado con
gran éxito in vitro y en animales modelo contra un gran numero de

cancer solido.

Transferencia genética. Este método implica la introduccién de un gen
extrafio en la célula cancerosa o el tejido circundante. Se han propuesto
genes con una serie de funciones diferentes para este tipo de terapia,
incluyendo genes suicidas (genes que causan la muerte celular cuando
se expresan), genes antiangiogénesis y genes de estasis celular. En
ensayos clinicos se han utilizado varios vectores virales diferentes para
administrar estos genes, pero mas comunmente se han utilizado

adenovirus.

Debido a que la tecnologia de transferencia génica abarca un conjunto
tan diverso de opciones terapéuticas, es imposible describir ejemplos
para cada tratamiento. Sin embargo, una lista parcial de los tratamientos
en los ensayos clinicos significativos actuales con una breve descripcion

de cada uno se presenta en la tabla 3.4
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Péncreas

Glioblastoma

Cabeza y cuello

Melanoma

Péncreas

Rexin-G

VHStk

p53

MDA-7

TNF-a

Un constructor de ciclina citocida G1 se acumula preferencialmente en las células del tumor para bloquear la accién
de ciclina G1 e iniciar la muerte celular.

El gen "VHStk” se introduce en las células del glioblastoma por medic de un retrovirus de ratdn. Estas células se
vuelven vulnerables al medicamento glanciclovir que es administrado.

La transferencia del gen p53 a un tumor por medio de un adenovirus no recombinante para inhibir la reproduccién
celular e inducir apoptosis.

MDA-7, una nueva molécula supresora de tumores, se introduce en las células del melanoma y la sobre expresion
inhibe la proliferacién celular e induce apoptosis.

El gen TNF-a bajo el control de un promotor inducible por radiacién es introducido a las células del tumor y en
combinacién con la terapia radioactiva induce muerte celular.

Abreviaturas: VHStk, Virus de Herpes Simple timidina kinasa; TNF-a, Factor de necrosis tumoral alfa.

Tabla 3 Ensayos clinicos de terapia génica mediante transferencia de genes.
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Por primera vez en Estados Unidos la FDA (Food and Drug Administration),
el 30 de agosto de 2017 aprobd el primer protocolo de terapia génica,
Kymriah, de la farmacéutica suiza Novartis, fue aprobada para ciertos
pacientes pediatricos y jovenes menores de 25 afios con leucemia
linfoblastica aguda (LLA), un cancer de la médula 6sea y de la sangre que,
segun la FDA es el cancer infantil mas comun en Estados Unidos. Kymriah
involucra insertar un gen en las propias células T para que

éstas reconozcan y ataquen las células cancerosas.*’

2.4 VIH

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), producido por el Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH), ha adquirido caracteristicas de
pandemia y es motivo de preocupacion mundial. La terapia anti-VIH esta
lejos de ser Optima, las actuales combinaciones de drogas anti-VIH
retardan la progresion de la enfermedad y la aparicion del SIDA, pero el

efecto a largo plazo no es claro.

Ademas de las medidas de prevencion, es necesario el desarrollo de
nuevas y eficientes estrategias terapéuticas para la infeccion por VIH.
Nuevos enfoques bioldgicos para el tratamiento de la infeccion por VIH han
sido propuestos, y entre ellos esta el uso de la terapia génica. La infecciéon
por VIH puede ser considerada una enfermedad genética adquirida, pues
el virus se integra dentro del genoma de la célula infectada, se replica con
ella y tiene el potencial de expresarse hasta que la célula muere. El virus
se transmite verticalmente de madre a hijos y la persona infectada se

convierte en mosaico para los genes del VIH.

A falta de modelos animales satisfactorios las pruebas clinicas de la terapia
génica del VIH se han llevado a cabo de manera in vitro, en células de

donantes a las que se les transfecta un gen inhibidor de la replicacion de
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VIH que posteriormente son infectadas con el virus, la inhibicion de la
replicacion viral y la sobreviva de los linfocitos son indicadores de la eficacia
del gen transfectado, también se realiza la transfeccion de dichos genes en

células hematopoyéticas para medir su eficacia en células diferenciadas.*®

Actualmente la terapia génica para el VIH consiste en modificar un gen in
vitro de los linfocitos T CD4 que codifica para el receptor de superficie
CCR5 (mayor correceptor para el VIH). Dicha modificacion deja
permanentemente disfuncional al gen que codifica el receptor CCR5, esta
técnica se lleva a cabo por medio de las endonucleasas con dedos de zinc
0 ZFN (Zinc-Finger Nucleases). Pruebas clinicas han demostrado la
efectividad de la terapia, haciendo a los linfocitos resistentes ante la
infeccién por VIH y las cargas virales llegan a disminuir, incluso por debajo

del limite de detencion.#®

2.5 Insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca (IC) se define como la incapacidad del corazén de

bombear sangre de manera eficiente al organismo.

La insuficiencia cardiaca es una enfermedad cronica multifactorial, es decir
gue puede ser causada por diversos factores como lo son la cardiopatia
isquémica, miocardiopatias causadas por otras enfermedades
(hipertension, diabetes, alcoholismo, VIH o miocardiopatia hipertréfica),

arritmias, valvulopatias o por causas genéticas.

Sea han realizado diversas pruebas clinicas para la terapia génica de la

insuficiencia cardiaca:

a) Los programas de liberacion de genes SERCAa2. Estas son

pruebas clinicas realizadas con VAA-1 con genes SERCAa2 que
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actian sobre la bomba de calcio del reticulo sarcoplasmico de las

células miocardicas (SERCA por sus siglas en inglés)

b) Pruebas clinicas con SFD1. Estas pruebas son realizadas con el

plasmido SFD1 inyectadas directamente en el endomiocardio

c) Pruebas en realizacion y por realizarse. Entre estas se encuentran
las pruebas con VAA-9 con genes S100A1, que ha tenido buenos
resultados en animales y que posiblemente sea aplicable en un
futuro en humanos. La modificacion del VAA-2 (VAA2-i8) el cual
posee alto tropismo cardiaco y la sobre-expresion del AC6 que esta
siendo actualmente probada y se esperan que los resultados estén

disponibles pronto.

Las pruebas clinicas de la terapia génica para la insuficiencia cardiaca se

presentan en la tabla 4.50 51
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CUPID il

Ilb

SERCA- LVAD 1l
AGENT- HF 1l
STOP- HF |
1

RETRO-HF 11

AC6 Transferencia

1/m
gen CHF /

AAV-1

AAV-1

AAV-1

AAV-1

Plésmido

Plasmido

Plasmido

Adenovirus

SERCAZ2a

SERCA2a

SERCA2a

SERCAZ2a

SDF-1

SDF-1

SDF-1

Hacb

Intracoronaria

Intracoronaria

Intracoronaria

Intracoronaria

Endomiocardial

Endomiocardial

Retrograda

Intracoronaria

NYHA clase IlI/1V, LVEF
<35%

NYHA clase II-IV, LVEF
£35%

HF crénico pacientes en
LVAD

NYHA clase IlI/1V, LVEF
£35%

NYHA clase IIl, LVEF
<40%

Cardiomiopatia Isquémica
LVEF £40%

Cardiomiopatia Isquémica,

LVEF £40%

HF crénico, LVEF
<40%

Fase l: 12
Fase ll: 39

250

24

17

93

Fase I: 12
Fase II: 40

56

Variable combinada a los 6

meses:

NYHA, BMWT, VO2 max,
NT-proBNP, QOL,

Funcidn ecocardiogréfica

Tiempo para eventos cardio
vasculares recurrentes (12
meses)

Seguridad y Factibilidad

Cambios en el volumen
sistélico ventricular izquierdo
(6 meses)

Eventos cardiacos adversos
graves
(30 dias)

6MWT (4 meses)

6MWT (4 meses)

Tiempo ejercicio combinado
(i),
(ii) Funcion cardiaca antes y
durante la dobutamina

Ubicacidn del

estudio

EUA

Internacional

Reino Unido

Francia

EUA

EUA

EUA

EUA

Resultados publicados

Resultados publicados

No publicado

No publicade

Resultados publicados

Resultados publicados

Completado

Completado

Abreviaturas. 6MWT, 6 min walk test; AAV, adeno-associated virus (virus adencasociado), hACE, human adenylyl cyclase type 6 (adenilil ciclasa humana tipo 6); HF, heart failure (insuficiencia cardiaca); LVEF,
left ventricular ejection fraction (Bombeo fraccional del ventriculo izquierdo); LVAD, left ventricular assist device (dispositivo de soporte cardiaco); NT-proBNP, N-terminal pro-brain natriuretic peptide; NYHA, New
York Heart Association (Asociacion de Corazon de Nueva York); QOL, quality of life (Calidad de vida); SDF-1, stem cell-denived factor 1 (Factor 1 derivado de células madre); SERCA2a, sarcoplasmic reticulum
Ca2+ ATPase; VO2 max, maximal oxygen consumption (Consumo maxiom de oxigeno).

Tabla 4 Ensayos clinicos de terapia génica para IC.
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2.6 Distrofia muscular de Duchenne

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es un trastorno neuromuscular
severo que afecta a 1 de cada 3500 varones recién nacidos, causado por
mutaciones en el gen DMD que codifica la distrofina. EI gen responsable se
encuentra en el brazo corto del cromosoma X en el locus Xp21. Como una
enfermedad monogénica la distrofia muscular de Duchenne es considerada

candidata para la terapia génica.

La terapia génica para la distrofia muscular de Duchenne esta basada en
la terapia antisentido mediante la técnica de salto de exon (exon skipping).
En esta técnica no se modifica gen afectado, sino que, interfiere y modifica
el proceso de transferencia de la informacion genética y de este modo las
instrucciones para la produccién de la distrofina, ignorando la informacién

equivocada.

El salto de exdon puede lograrse mediante oligonucleétidos antisentido
(AONs por sus siglas en ingles), pequefas piezas quimicamente
modificadas de siRNA o ADN, que se dirigen a exones especificos para
ocultarlos de la maquinaria de empalme durante el proceso de traduccion.
Por lo tanto, se omite el exdn, restaurando el marco de lectura abierto y
permitiendo la produccion de distrofinas de tipo distrofia muscular de
Becker (DMB) (figura 20).52

Secuencia de exones del gen DMD nativo
[[43 Yaal[ 45 Yas][a7 | a8 Jodbo o1 Jsa (s |

Delecién con cambio del Delecion con cambio del
marco de lectura del exdn 46 marco de lectura del exdn 44

@ a7 | 48 |4ﬁ{ 51 Iszg 53 45 D45”47I45 "uh((s\ lsz{ 53 |
—& 510p — 8 510p
Distrofina incompleta (no funcional) Distrofina incompleta (no funcional)

\ v

La delecion del exdn 46 y el salto del La delecion del exdn 44 y el salto del
exon 45 restaura el marco de lectura exon 45 restaura el marco de lectura

| P 2“1 |4?|<s I4ﬂ{ 51 Iszig 53 Dae[ar [ e oo Jro (e |

Distrofina Distrofina
(parcialmente funcional) {parcialmente funcional)
similar a una delecidn de los exones 45-46 en BMD Similar a una delecidn de los exones 44-45 en BMD

Figura 20 Salto del exdn del gen de la DMD.
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Los vectores de transferencia para la terapia génica de la DMD son los
VAA. Actualmente se llevan acaba o diversas pruebas clinicas de la terapia
génica para la DMD, las cuales involucran la utilizacion de oligonucleétidos
modificados: 20MePS; GSK/Prosensa (2’-O-methyl phosphorothioate
RNA) y PMO; AVI-Biopharma (phosphorodiamidate morpholino oligomers),
los cuales se exponen en la tabla 5.2

Pruebas clinicas con Eteplirsen un oligomero de morfolino fosforoamidato
ha demostrado resultados positivos para la terapia antisentido con
oligonucleétidos de la DMD. 3
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51
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Droga

GSK2402968/
PROD51 (20MePS)

GSK2402968/
PROO051 (20MePS)

AVI-4658 (PMO)

AVI-4658 (PMO)

GSK2402968/
PRO051 (20MePS)

GSK2402968/
PROO51 (20MePS)

GSK2402968/
PRO051 (20MePS)

GSK2402968/
PROO51 (20MePS)

GSK2402968/
PRO051 (20MePS)

AVI-4658 (PMO)

AVI-4658 (PMO)

PRO044 (20MePS)

111

11

11

11

Liberacién

Intramuscular

Subcutanea

Intramuscular

Intravenosa

Subcutanea

Subcutanea

Subcutanea

Subcutanea

Subcutanea

Intravenosa

Intravenosa

Subcutanea

Deosis

0.8 mg Dosis unica

05,2, 4y6mg/ kg 5veces a
la semana

0.09 y .9 mg dosis Unica

05,1,2 4,10y 20mg/ kg
12 veces a la semana

6 mg/ kg a la semana

6 mg/ kg a la semana o dos
veces por semana

3,6, 9, 12 mg! kg dosis unica

6 ma/ kg a la semana

3y 6 mg/ kg a la semana

30y 50 mg/ kg a la semana

30y 50 mg/ kg a la semana

05,1,15,5,8 10y 12 mg/
kg a la semana

Lugar

Paises bajos

Bélgica, Suecia

Reino Unido

Reino Unido

Bélgica, Suecia

Alemania, Australia, Bélgica, Espafia,
Francia, Paises bajos, Reino Unido,
Turquia

EUA

Mundial

EUA

EUA

EUA

Bélgica, Italia, Paises bajos, Suecia

Estado

Publicado

Publicado

Publicado

Publicado

En curso

En curso

En curso

En curso

En curso

En curso

En curso

En curso

Tabla 5 Ensayos clinicos de terapia génica para DMD.

=

b

061
VNN
v;nm?(xlnmn
aviinove

b



A

Paa,

um l\(ll)VIV\I) o
poNToLOGIA m
UNAM

1904

&
«

2.7 Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo mas
comun y carece de terapias eficaces. Se han realizado ensayos clinicos de
la terapia génica de Factor de crecimiento neuronal (NGF por sus siglas en
ingles) en EA, el primer esfuerzo en la entrega de genes en un trastorno
neurodegenerativo de adultos. Este programa tenia como objetivo
determinar si un factor de crecimiento del sistema nervioso previene o
reduce la degeneracion neuronal colinérgica en pacientes con EA. Se
presentaron hallazgos post-mortem en 10 sujetos con tiempos de

supervivencia que van de 1 a 10 afios después del tratamiento.

El objetivo del estudio era determinar si las neuronas degeneradas en la
EA retienen una capacidad de responder a un factor de crecimiento del
sistema nervioso entregado después del inicio de la enfermedad. 10
pacientes con EA temprana se sometieron a terapia génica con NGF
utilizando ya sea técnicas ex vivo o in vivo para la transferencia de genes.
Se examinaron los cerebros de los ocho pacientes en el primer ensayo ex
vivo de fase 1y dos pacientes en un ensayo in vivo de fase 1, el vector para
el estudio fue VAA-2 con genes del NGF.

Las neuronas en degeneracion en el cerebro con EA responden al NGF.
Todos los pacientes presentaron una respuesta trofica al NGF, en forma de
brotacién axonal hacia la fuente de NGF. Comparando los lados tratados y
no tratados del cerebro en tres pacientes que se sometieron a la
transferencia de genes unilateral, la hipertrofia neuronal colinérgica se

produjo en el lado tratado con NGF.>*
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2.8 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide es una enfermedad poligénica en la que el complejo
CMH tiene una contribucion importante. La presencia de un desequilibrio
de citosinas en la articulacion con AR ha sido bien descrita y ha servido
como la piedra fundamental para el desarrollo de nuevas vias terapéuticas

gue son independientes del halotipo CMH del paciente.

El objetivo de la citosina proinflamatoria TNF ha dado resultados clinicos
impresionantes, en particular en combinacion con metotrexato. Sin
embargo, la produccion de compuestos anti-TNF es extremadamente cara,
la enfermedad reaparece al cesar la terapia y el 20% de los pacientes no
responden. EI mecanismo implicado en la falta de la respuesta al anti-TNF

es todavia desconocida.

Los estudios clinicos iniciado por un grupo en Pittsburgh utilizando
sinoviocitos autdlogos que expresan constitutivamente IL-1Ra de un vector
retroviral demostré que este método es seguro y factible. Si tal enfoque ex
vivo utilizando estas células quiescentes conducira en Ultima instancia a un

beneficio a largo plazo necesita una investigacién adicional.

Los modelos animales siguen proporcionando diferentes vias posibles para
el tratamiento. Sin embargo, tienen limitaciones, ya que muchos estudios
son de corta duracién (5-10 dias) y no reflejan la naturaleza crénica a largo
plazo de la enfermedad humana. Sin embargo, algunos estudios se han
llevado a cabo durante unas semanas después de la aparicion de la
enfermedad en roedores, en xenotrasplantes de artritis utilizando
sinoviocitos y cartilagos humanos, en animales grandes como caballos y

€en monos.

Una de las pruebas clinicas de terapia génica para la AR aprobada por la

FDA es descrita en la figura 21.5°
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Figura 21 Esquema del ensayo clinico de terapia génica para la artritis.
Aislamiento de células sinoviales (1). Los fibroblastos sinoviales se propagaron en
cultivo (2) con la mitad de las células sometidas a infeccién con el vector retroviral
MFG-IL-1Ra, mientras que la otra mitad de las células no fueron tratadas (3). Se
prueban de las células para detectar la presencia de agentes toxicos (4), las
células se inyectaron de nuevo en las articulaciones metacarpofalangicas (MCP)
2 a 5(5).Una semana después de la inyeccion, las articulaciones fueron extirpadas
quirdrgicamente (6) y el tejido analizado para la expresion y efectos
fisiopatolégicos del transgen IL-1Ra (7).
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CAPITULO 3 TERAPIA GENICA EN ODONTOLOGIA

Desde la introduccion de la terapia génica para su aplicacion en
enfermedades bucodentales, se ha logrado un notable progreso en el
campo de la terapia genética para una gama de aplicaciones en
odontologia. Con el fin de mejorar la calidad de vida, la terapia génica tiene
resultados prometedores para el tratamiento potencial de mudltiples
trastornos genéticos. La terapia génica es una prometedora alternativa para
la terapéutica en el campo de la odontologia y actualmente se llevan a cabo
ensayos clinicos para diversas aplicaciones es este campo las cuales se

describen a continuacion:

Dolor crénico. El dolor orofacial puede provenir de tejidos dentales duros
(pulpitis,  hipersensibilidad), tejidos blandos orales (articulacion
temporomandibular, glandulas, ortodoncia), tejidos neurolégicos
(neuralgia) y tejidos vasculares o psicogénicos. Convencionalmente, el

manejo del dolor implica el uso de analgésicos y sedantes.

La produccién y secrecion continuas de proteinas antinociceptivas en o
cerca de los cuernos dorsales espinales puede lograrse de dos maneras.
En primer lugar, con Ad modificados, VAA o los plasmidos encapsulados
en lipidos que codifican para la Interleucina-10 (IL10), una proteina
terapéutica, que se puede inyectar en el espacio subaracnoideo para

transducir las células de la piamadre.

En segundo lugar, un herpesvirus modificado puede ser introducido en los
ganglios nerviosos de la raiz dorsal (DRG por sus siglas en inglés) a traves
de una inyeccion intradérmica a la piel. La razén para usar el virus del
herpes es su tropismo hacia el tejido nervioso, y por lo tanto tiene la
capacidad de viajar al DRG a través de las terminaciones nerviosas en la

piel. En el DRG, se codifica un neurotransmisor inhibidor, un péptido
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antiinflamatorio o disminuye la sintesis de una molécula nociceptiva

endogena que resulta en el alivio del dolor.

En la actualidad, el uso de terapia génica para el alivio del dolor se limita
principalmente a modelos animales. Recientemente, se ha descrito una
reduccion en el dolor trigeminal través de un vector VHS-1 que codifica el

gen de preproencefalina humana a en modelo de raton.

La terapia génica puede ofrecer una solucion al manejo del dolor en el
tratamiento de los sindromes dolorosos como la neuralgia del trigémino y

los trastornos de la articulacion temporomandibular.>®

Vacunacién. Durante muchos afios, los odont6logos han intentado utilizar
la tecnologia clasica de vacunacion para erradicar la caries dental o las

enfermedades periodontales.

Muchos estudios han informado que la administracion de ADN en
liposomas y otros materiales aumenté la inmunidad de la mucosa. Se ha
informado de que el plasmido pCIA-P que codifica el gen pac de S. mutans
puede inducir respuestas inmunitarias anticaries protectoras en ratas

mediante inmunizacion dirigida a las glandulas salivales.

Uno de los microrganismos que inician la enfermedad periodontal es
Porphyromonas gingivalis. Dos genes de codificacion de rgp (rgpA 'y rgpB)
estan localizados en el cromosoma de P. gingivalis. ; rgpA puede
desempeiiar un papel central en la patogénesis de la enfermedad
periodontal a través de la produccién de proteinas fisiopatologicamente
significativas. Un estudio demostré que la inmunizacién de ratones con la
vacuna de ADN con rgpA protege contra la infeccion de la cepa W50

invasiva de P. gingivalis en modelos de roedor.
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Un estudio mostro que el suministro del ADNc para la proteina fimbrial de
P. gingivalis en las glandulas salivales murinas condujo a la produccion de
una inmunoglobulina A secretada especifica para esta proteina microbiana.
Este enfoque podria utilizarse para inmunizar a los seres humanos contra

otros microbios orales, tales como el Streptococcus mutans. 7

Carcinomas. El carcinoma de células escamosas de la region de cabeza
y cuello (SCCHN por sus siglas en inglés) incluye el cancer de la cavidad
oral, los senos paranasales, la laringe, la faringe y la piel de la cabezay el
cuello. Es considerado el sexto cancer mas comun en el mundo. Los

trastornos genéticos se asocian comunmente con tumores odontogénicos.

La terapia génica tiene el potencial de dar resultados de tratamiento
emocionante y mejor pronostico. Se ha visto que la tasa de respuesta es
mayor en pacientes que reciben una combinacion de terapia génica con

otras modalidades de tratamiento convencionales.

En la actualidad, hay mas de 1000 ensayos clinicos de terapia génica en
curso en todo el mundo, de los cuales mas de 700 se relacionan con
canceres, incluyendo 54 para SCCHN. Los vectores virales mas frecuentes

que se utilizan en este sentido son adenovirus y retrovirus.

Se han descrito diferentes tipos de estrategias para la terapia génica del

cancer las cuales se exponen en el capitulo 2.3.56

Reparacién 6sea. A diferencia de otros tejidos dentales duros (como
dentina de esmalte), los huesos pueden ser remodelados y tienen un buen
potencial para regenerar y reparar. En muchos casos, las lesiones 0seas y
las fracturas cicatrizan sin formacion de cicatrices. Sin embargo, en el caso
de fracturas patoldgicas o defectos O6seos masivos, la curacion y la

reparacion 6sea puede ser un reto.
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Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP-2, 4 y 7) son las Unicas
moléculas de sefializacién que pueden inducir por separado la formacion
Osea de novo en sitios ortotopicos y heterotdpicos. EI potencial
osteoinductivo de las BMPs las hace clinicamente valiosas como
alternativas a los injertos éseos. Con el fin de lograr la curacion de los
defectos 6seos mandibulares, un estudio in vivo demostro la posibilidad de
entregar los genes BMP-2 directamente a los tejidos a través de un vector

adenoviral.

Ademas, en otra parte de la investigacion in vivo, varios tipos celulares
diferentes como fibroblastos (de encia humana y pulpa dental) y
mioblastos, asi como osteoblastos. pueden expresar el gen BMP-7
después de infectarse con un vector Ad. Estas células son capaces de
diferenciarse en células formadoras de hueso cuando se colocan en un
defecto 6seo in vivo. Aunque las BMPs pueden causar osteoinduccién
individualmente, existe una fuerte evidencia de que estos factores trabajan
en colaboracion para inducir la formacion 6sea. Por ejemplo, la expresion
coordinada de las BMP 2, 3a, 4, 7 y 8 durante la cicatrizacion de la fractura

es importante tanto en el desarrollo del esqueleto como en la reparacion.

Glandulas salivales. Las glandulas salivales secretan saliva que tiene un
papel fisiolégico para la lubricaciébn, masticacién y digestiéon de los
alimentos. La falta de funciones de la glandula salival da lugar a sequedad
de la boca (xerostomia). Los factores etioldgicos comunes de la xerostomia
incluyeron deterioro de las glandulas salivales, radioterapia de la cabeza y
el cuello, trastornos autoinmunes (como el sindrome de Sjégren) y ciertos

medicamentos.

Su capacidad para secretar proteinas en el torrente sanguineo las convierte
en sitios potencialmente Utiles para la transferencia de genes de una

manera minimamente invasiva con la ayuda de la canulacién intraductal.
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Con el descubrimiento del gen de la acuaporina 1(AQ1), se prevé que los
pacientes que sufren de salivacion hipofuncional debido a la radiacion
ionizante puedan ser tratados mediante terapia génica. Estas radiaciones
ionizantes causan un dafio severo a la porcién secretadora de liquido
(células acinares) de la glandula salival que se encuentra en el campo de

la radiacion.

Recientemente, Lai et al. reportaron resultados positivos al usar la terapia
génica con acuaporina para tratar los sintomas del sindrome de Sjégren en
modelos animales. Aunque el concepto de terapia génica para las
glandulas salivales se introdujo hace mas de 20 afios, el primer ensayo
clinico en humanos se inform6 en 2012. Baum et al. informd resultados
prometedores para el uso de ADNc de acuaporina-1 para el manejo de las
hipofunciones salivales relacionadas con radiacion durante la realizacion

de ensayos clinicos.

Se requieren ensayos clinicos adicionales para decidir si la terapia génica
es util para llevar a cabo la estrategia de transferencia de genes AQP-1

clinicamente.>%

Movimientos ortodénticos. El movimiento del diente depende de la
remodelacion del hueso alveolar, que es controlada por osteoclastos y
osteoblastos. Estos tienen dos fuentes diferentes: Células estromales
(osteoblastos) y células hemopoyéticas (osteoclastos). La formacion de
osteoclastos de resorcion 6sea maduros a partir de precursores
hematopoyéticos requiere la interaccion con células del linaje osteoblastico.
Por lo tanto, se dice que las células del ligamento periodontal o las células
osteoblasticas son necesarias para la osteoclastogénesis.

Dos estudios de Kanzaki et al. han utilizado la terapia génica con
osteoprotegerina (OPG) y el activador del receptor del ligando NF-kappa B
(RANKL) para acelerar e inhibir el movimiento de los dientes ortodonticos

en un modelo de rata. La transferencia local de RANKL al tejido periodontal

N —
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aceleré el movimiento de los dientes ortodonticos en aproximadamente
150% después de 21 dias, sin provocar ningun efecto sistémico. Los
autores concluyeron que "la transferencia génica local RANKL podria ser
una herramienta Gtil no sélo para acortar el tratamiento ortodéntico, sino
también para mover los dientes anquilosados donde los dientes se fusionan
con el hueso circundante”. En contraste, la transferencia de genes OPG
local inhibié el movimiento de los dientes en un 50% después de 21 dias
de aplicacion forzada. Dentro de algunos afios, procedimientos similares
pueden ser utilizados por el ortodoncista para reducir el tiempo de

tratamiento y mejorar los resultados.>®

Regeneracion dental. La ingenieria de tejidos se ha desarrollado para la
regeneracion y reparacion de tejidos, la investigacion ha informado
resultados prometedores para la ingenieria de tejidos de diversos tejidos

orales y dentales.

La terapia génica in vivo, el potencial de curacién de tejidos como el
complejo dentino-pulpar, se ve reforzada por los genes que estimulan la
formacion de dentina después de ser aplicado directamente sobre la pulpa
dental expuesta. Muchas personas tienen dientes supernumerarios que
surgen del tercer conjunto de denticién. Esta tercera denticion también
puede ser inducida a formar dientes de una manera natural activando o
activando genes que codifican proteinas y moléculas de sefializacién que

constituyen la estructura basica de los dientes.

La terapia génica ex vivo se basa en células madre dentales multipotentes
gue tienen el potencial de diferenciarse en cualquier tejido incluyendo
tejidos dentales. Sus fuentes incluyen pulpa dental, papila apical, foliculos
dentales, dientes deciduos y ligamento periodontal. Las células madre
modificadas genéticamente se cultivan y transfectan, y después, se vuelven
a implantar de nuevo en el organismo. La regeneracion exitosa del

periodonto incluyendo el hueso alveolar y el cemento radicular se ha

N —
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logrado utilizando una combinacion de células madre transfectadas por Ad

para expresar el gen BMP-2.

Las células madre o progenitoras de la pulpa transfectadas también
pueden diferenciarse en odontoblastos, que son luego trasplantados en la
pulpa expuesta. De forma similar, se puede crear un germen dental in vitro
con un cultivo de células madre epiteliales y mesenquimatosas. El germen
dental se implanta en el hueso alveolar para convertirse en un implante de

dientes totalmente funcional.

Los cientificos estan descubriendo las 20 proteinas basicas que son
esenciales en el desarrollo de los dientes. La terapia génica ha demostrado
para controlar la diferenciacion de las células madre. Por ejemplo, la
administracion repetida de la terapia génica disminuye a medida que las

células madre tienen la capacidad de renovarse.>®
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CONCLUSIONES

Con el contenido teorico y los ensayos clinicos mencionados del presente

trabajo monografico podemos concluir que:

o La terapia génica es sin duda una potencial alternativa a futuro para
el tratamiento de enfermedades cronicas de diferentes etiologias
como lo son las enfermedades monogénicas, multifactoriales o

inclusive adquiridas.

o Las estrategias de la aplicacion de la terapia génica, in vivo y ex vivo,
pueden realizarse de manera versatil gracias a las estrategias

metodoldgicas utilizadas para la transfeccidén génica.

o Existen diferentes métodos para la transferencia genética, los
meétodos no virales y virales. Los primeros presentan como ventajas
generales su facilidad de manipulacion, su estabilidad, baja

inmunogenicidad y gran capacidad para transfectar genes.

o Los vectores virales son aquellos que se han obtenido a partir de un
virus, eliminando sus caracteristicas patolégicas y adaptandolos
para su funcién como transportadores de material genético, en
general, los vectores virales presentan como ventaja su gran eficacia
de transferencia y la posibilidad de integrar el transgén en el genoma
de la célula huésped. Sin embargo, arrastran importantes
limitaciones que incluyen su falta de especificidad celular, la
limitacion del tamafio en el material genético a incorporar, su elevada
inmunogenicidad y, sobre todo, el riesgo biolégico que conllevan.
Estos vectores fueron los primeros e utilizarse en la terapia génicay

hasta el momento los mas usados en ensayos clinicos.
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o Con base a los estudios y a los mdltiples ensayos realizados
alrededor del mundo, un numero considerable de enfermedades
cronicas de etiologia diversa podrian ser tratadas exitosamente con

terapia génica.

o Actualmente el concepto de transfectar material genético exdégeno e
integrarlo especificamente al ADN in vivo del huésped para su
correccion, estimulaciéon o supresion es algo dificil de vislumbrar,
pero los avances en la biotecnologia y el conocimiento adquirido a
través de los ensayos clinicos realizados hasta el momento, podrian
hacer de la terapia génica una terapéutica fiable y segura para su

realizacion en un futuro.

o Ademas de los ensayos clinicos in vivo, la terapia génica ex vivo es
ahora aplicada exitosamente en diversas formas para tratar
enfermedades croénicas, ya sea cultivando células y modificandolas
genéticamente para su correcto funcionamiento y posterior
reimplantaciéon en el organismo donante, modificando agentes
patégenos con el fin de estimular a las células del sistema
inmunitario o la produccién de agentes terapéuticos derivados de
cultivos celulares modificados genéticamente para esta especifica

funcion.

o En el ambito odontoldgico, la terapia génica aplicada clinicamente
se encuentra presente en la reparacion 6sea por medio de proteinas
morfogenéticas 0seas. También se presentan avances en ensayos
clinicos para diferentes utilidades en el campo de la odontologia,
mismos que, de llegar a demostrar fiabilidad y seguridad para su
realizacion representarian un gran potencial como alternativa para

el tratamiento de enfermedades bucodentales en un futuro.
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Es deber del odontélogo y de cualquier profesionista del area de la salud,
el conocimiento de distintos enfoques terapéuticos que permitan llevar a
cabo un tratamiento efectivo y vanguardista, con la finalidad de brindar la

mejor atencion posible a las enfermedades de los pacientes.
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