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¢ QUE ES LA TERAPIA GENICA?

Es una estrategia terapéutica basada en la modificacién del repertorio genético de células soméaticas
mediante la administracién de acidos nucléicos y destinada a curar tanto enfermedades de origen hereditario
como adquirido.

La terapia génica se presenta como una promesa terapéutica de utilidad en todo tipo de patologias, la
cual probablemente revolucionard nuestra concepcién de la Medicina. El surgimiento de la terapia génica ha
sido posible gracias a la confluencia de los avances del conocimiento en campos tales como: Biologia
Moleculary Celular, Genética, Virologia, Bioquimica y Biofisica entre otras. En la actualidad no cabe duda que
la adecuada articulacion de estos conocimientos junto con los avances propiciados por el Proyecto Genoma
Humano, asi como el mejor conocimiento de las bases moleculares de la patologia, los estudios experimen-
tales en terapia génica y el desarrollo de vectores que permitan la entrega selectiva de genes con seguridad y
eficacia, permitiran en un futuro préoximo que la utilizacién de genes y/o acidos nucléicos como farmacos o
medicamentos sean una realidad con insospechadas aplicaciones terapéuticas.
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FUNDAMENTOS DE LA TERAPIA GENICA

VECTORES

Los vectores son sistemas que ayudan en el proceso de transferencia de un gen exdgeno a la célula,
facilitando la entrega y biodisponibilidad intracelular del mismo de tal modo que éste pueda funcionar correc-
tamente. Se ha utilizado una gran variedad de vectores con fines experimentales, pero todos ellos pueden ser
clasificados en: vectores virales y vectores no-virales. Los vectores virales ofrecen como ventajas la especial
capacidad de los virus para infectar células y facilitar la expresién de genes exdgenos pero presentan como
desventajas la respuesta inflamatoria y anti viral del sistema inmunitario, lo cual constituye un riesgo para el
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paciente y una limitacion para el tratamiento con dosis

multiples. Los vectores no-virales son menos efectivos YECTOR RETROAIAAL —
como sistemas de transferencia génica pero ofrecen  pwa dsi retzwirss :
como principal ventaja la seguridad. Ademas, permiten & A — = [ a
que los genes puedan ser formulados como medicamen- . o oo retossat Y
tos, ser estudiados farmacolégicamente y administrados s eee—— -
al paciente de una forma dosis-dependiente. -

La mayor parte de los ensayos clinicos en terapia " » o =y -

génica, dirigidos principalmente a corregir desérdenes
hereditarios o al tratamiento del céancer, han utilizado
como vectores virales los retrovirus o adenovirus y como
vectores no-virales los complejos DNA-liposoma.
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VECTOR RETROVIRAL

Los retrovirus son virus cuyo genoma (aprox. 9.7
kb) esta constituido por una cadena simple de RNA y que
replican mediante la formacion de una cadena doble de
DNA (provirus) como intermediario. En el ciclo vital del
virus existe una etapa obligatoria en la cual la doble
cadena de DNA se inserta en el genoma de la célula
huésped (merced a las secuencias LTR del virus), llegan-
do asi a formar parte del material genético de la célula
que infecta. Los vectores retrovirales utilizados en terapia
génica humana, pierden su capacidad de replicacién al
eliminar del virus las secuencias gag, pol y env que codifican nucleoproteinas, proteinas responsables de la sin-
tesis 0 recombinacién de los acidos nucleicos y componentes de la envoltura de la particula viral, respectiva-

mente. En contrapartida, al genoma viral se le incorpora
una nueva secuencia génica conteniendo el gen terapéu-

A g A+ e tico. El vector retroviral, deficiente en replicacion, se
D Veragninza .J_EH._"L.“"“'“ a_mpllﬁca mediante crecimiento en una Iinea_celular espe-
'_ + 2 . cial (céculas empaquetadoras) que contienen en su
== at _;:-:h genoma las secuencias gag, pol y env necesarias para la
‘ il ey _ replicacion y empaquetamiento del virus. El vector con-

et teniendo el gen terapéutico infecta a la célula diana, uti-

lizando receptores especificos y una vez en el citoplas-
ma, la trascriptasa inversa (transportada por el vector)
convierte el vector RNA en el DNA proviral el cual es inte-
grado al hazar en el genoma de la célula infectada y
desde donde el gen expresara su producto terapéutico.

VECTOR NO-VIRAL: COMPLEJO DNA-LIPOSO-
MA

El transporte de genes mediado por liposomas esta
basado en la asociacién del DNA plasmidico a vesiculas
formadas por autoensamblaje de bicapas de lipidos.
Comparados con los vectores virales asi como con otros
vectores no-virales tales como los complejos DNA-polili-
sina, los liposomas son vectores de baja toxicidad que
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inducen una excasa o nula respuesta inmunitaria cuando se administran in vivo, pero cuya eficacia de transfec-
cién es baja. Existen dos principales clases de liposomas, basados en su composicion y/o carga neta final: liposomas
aniénicos y cationicos. Habitualmente, los primeros han sido preparados para encapsular el DNA en el liposoma,
mientras que los liposomas catiénicos han sido formulados como complejos DNA-liposoma, para la transferencia
de genes. La carga positiva del lipido facilita la interaccion del liposoma tanto con el DNA como con la superficie
celular, conduciendo a una relativamente eficaz entrada a la célula diana. Aunque la mayor parte del material
genético transportado es secuestrado y/o degradado en los endosomas, una pequefia proporcion alcanza el
nacleo en donde permanece en su mayor parte (sino en toda) en forma de un epicromosoma, permitiendo la
expresion del gen terapéutico. Este tipo de liposoma es el Gnico vector no-viral que ha demostrado ser suficien-
temente eficaz y seguro como para iniciar ensayos clinicos.

VECTOR ADENOVIRAL

Los adenovirus son virus cuyo genoma (aprox.
36 Kb) esta constituido por una doble cadena linear

de DNA. Existe una amplia variedad de adenovirus ., ..eeeew =% o S R o
pero los serotipos 2 6 5 son los ut|I|zad0_5 paracons-  iiim——T e + —
truir vectores. El genoma de los adenovirus se divide —— Dk st
en genes tempranos (E1 a E4) y genes tardios (L1 a commrmccon Fecer T

L5). Puesto que la capacidad del genoma adenoviral Eil o1 (L *;:1 g e

para dirigir la produccién de adenovirus reside en las g

secuencias ubicadas en E1, las estrategias para pro- == = -
ducir vectores adenovirales consisten en eliminar A T, j

-

dichas secuencias e incorporar en su lugar el gen g Lkl by
P , . . 4 ki e ¥ e
terapéutico, generando asi un vector adenoviral sin : ] { @
capacidad de replicacién. El posterior crecimiento y & r ,{?} J ol
amplificacion del vector se lleva a cabo utilizando -
I-"“'._.--"'II |

una linea celular complementaria, conteniendo la SR —

secuencia E1 en su genoma. Por ultimo, el vector 1 % o0 e

. . - it
aderJOV|raI _contemendo eI_ gen ter_a,peutlco, se une a , nEsating ¥ '- . 4
la celula diana mediante interaccion de la fibra y el % L

pentdn del adenovirus con receptores especificos de e ———
la célula. El vector es internalizado por un mecanis- ]
mo mediado por receptor y una vez en el endosoma
se produce la lisis del mismo. El DNA viral conte-
niendo el gen terapéutico es liberado al citoplasma desde donde alcanza el nacleo y donde permanece como un
DNA extracromosomico (episoma) dirigiendo la expresion del gen terapéutico.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

METODOS DE TRANSFERENCIA GENICA IN VITRO

Métodos no-virales

Quimicos: Fosfato célcico.

Fisicos: Electroporacion, Microinjeccion, Bombardeo de particulas.

Fusion: Complejos DNA-Liposomas.

Endocitosis mediada por receptor: Complejos DNA-proteina, Complejos DNA-capside/envol-
tura viral, Inmunoliposomas/liposomas destinados.

Métodos virales: Adenovirus, Retrovirus, Virus Adeno-Asociados.
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El tratamiento esta basado en la obtencién previa
de células del paciente procedentes de un tejido u 6rgano
de interés. A continuacion se procede a la disgregacion de
las mismas y su mantenimiento en condiciones de cultivo
de tejidos in vitro, en donde las células son posteriormen-
te transfectadas con el "gen terapéutico" utilizando para
ello un vector adecuado. Las celulas transfectadas son
seleccionadas en funcién de su capacidad para expresar
el gen exdgeno de forma estable y persistente. Las células
asi seleccionadas son amplificadas y recolectadas con el
fin de ser reimplantadas al paciente. También se puede uti-
lizar lineas celulares alogénicas en aquellos casos en los
que el érgano o tejido de interés no puede ser extraido con
facilidad o que ofrece dificultad de crecimiento in vitro.

ESTRATEGIAS IN VIVO

ESTRATEGIAS EX WIVD

Chegieganzn
E e
F
-
L -r:rl-
TrarEeosin an  asel
u g s sl
L 4
- s —
RN e ——
. . —
T plars
. E - AgfrbraeTn

Amobecnion

METODOS DE TRANSFERENCIA GENICA IN VIVO
Métodos no-virales

Especificos: mediado por receptor:

Inespecificos: DNA desnudo, Complejos DNA-Liposomas. Adenovirus, Retrovirus

Complejos DNA-proteina, Inmunoliposomas/liposomas destinados Virus Herpes Simplex

Métodos virales

Virus Adeno-Asociados

Vector Vector
no destinado destinado

Distribucién de un gen en el organismo, cuando se
4 administra en forma libre (izquierda) o dirigido al
higado (derecha).

El tratamiento esta basado en la administracion sistémica de la construccion génica de interés. Aunque el
DNA puede ser administrado de forma directa, lo habitual es recurrir a la ayuda de algin vector que facilite el pro-
ceso de transferencia del gen y permita la entrada y localizacion intracelular del mismo, de tal suerte que éste
resulte en un gen funcionante. Asimismo, es importante recurrir vectores con destino especifico dentro del orga-
nismo lo cual permite la entrega celular selectiva del gen en un determinado érgano o tejido, sin requerir para ello

procedimientos traumaticos o quirdrgicos.
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Terapia Génica
OTRAS ESTRATEGIAS UTILIZANDO ACIDOS NUCLEICOS

La terapia génica supone la manipulacién genética de las células utilizando procedimientos destinados
tanto a reparar o incorporar nuevos genes en la célula como a bloquear o inhibir la sobre expresion de los
mismos, con fines terapéuticos.

Oligonucledtidos antisentido. Los oligonucleétidos son secuencias cortas de 4cidos nucléicos disefiadas
para unirse a secuencias especificas de DNA (formacion de DNA triplex) o RNA (formacién heteroduplex RNA-
DNA). Los oligonucleétidos antisentido son complementarios de secuencias especificas de un determinado RNA

mensajero (secuencia sentido). La formaciéon de

DWA triphe ){m -li-nl un heteroduplex bicatenario sentido-antisentido

P -1| bloguea la traduccién del mensaje genético a pro-

oms  Mosuscdelgen teina. Las estrategias antisentido tienen un gran

1,|'. W f . potencial terapéutico para inhibir la expresion de
, i > e T genes en patologias tales como el cancer, enferme-
SRR RR RN dades autoinmunes y enfermedades infecciosas

-

— lequec del BHA, como el SIDA. Sin embargo, su aplicacién clinica
o "I: I_N'r’_“"“‘""“' se ha VI'S'tO |I.ml'['ad.<’:l por su corta vida media en la
o (,. S S les circulacion sistémica y su dificultad para acceder

con actividad funcional al citoplasma y/o nucleo

/..("’m.-..n. Eloury celular.

Reparacion génica mediante oligonucledétidos. Es una estrategia destinada a reparar genes cuya altera-
cion es originada por una mutaciéon puntual conocida y el objetivo es activar selectivamente los mecanismos celu-
lares de reparacion del DNA , en el lugar de la mutacién. Para ello se disefian oligonucleétidos especificos para
secuencias genomicas adyacentes al lugar de la mutacién, en cuyo extremo el oligonucleétido lleva un agente
capaz de lesionar el DNA, mediante la formacién de un enlace covalente con el nucledtido responsable de la
mutacion. La lesion selectiva del nucleétido mutado, desencadena el proceso celular de reparacién del DNA que
conduce a una normalizacion estructural y funcional del gen.

Ribozimas. Son RNAs cataliticos que pueden
actuar como una endoribonucleasa secuencia espe-
cifica, para lo cual utilizan unas Secuencias Guia
Internas (IGS) que le permiten unirse a secuencias
complementarias (antisentido) de un determinado
RNA. Mediante mutaciones del elemento IGS es posi-
ble cambiar la especificidad del ribozima hacia un Secuencias complementarias
RNA especifico conteniendo las secuencias comple- antisentido
mentarias a la nueva secuencia de la region IGS. Se 3
han aprobado ensayos clinicos utilizando ribozimas . Wy
en pacientes con SIDA, con el fin de intentar degradar 5 { s

moléculas especificas de RNA en las células infectadas PUNTO 3 C RNAm
DE CORTE (substrato)
con el VIH.

Ribozima
(RNA catalitico)
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TERAPIA GENICA HUMANA: PRESENTE Y FUTURO
VECTOR IDEAL

Aunque las prioridades del vector ideal pueden variar en funcién de la aplicacion concreta, en todos los
casos el vector desempefia una importante funcién en el éxito del proceso completo de la terapia génica, cuyas
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principales etapas son: destino, entrega y expresion del gen. En este sentido, las principales caracteristicas
deseables en un vector son:

» Que pueda ser destinado con la mayor especificidad celular posible a un érgano o tejido.
< Que proteja al DNA de posibles degradaciones enzimaticas durante su transporte.

< Que facilite la entrega del gen terapéutico a la célula con una elevada biodisponibilidad.
< Que permita la expresién del gen con eficacia.
« Que no sea reconocido por el sistema inmunitario ni despierte respuestas inflamatorias.
* Que sea seguro para el paciente y el entorno.

TERAPIA GENICA DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y AUTOINMUNES

Estas estrategias estan basadas en la depleccion de subpoblaciones celulares infectadas por virus (por
ejemplo VIH) o linfocitos T autoreactivos bien mediante la administracion directa de acidos nucleicos o genes o
bien indirectamente, mediante el desarrollo de vacunas por terapia génica.

TERAPIA GENICA DEL CANCER

Destino y objetivo

Destino del Gen
Terapéutico

Tipos y Productos Génicos

Objetivo Terapéutico

Células del sistema
Inmunitario

Células Progenitoras

Hematopoyéticas

Células tumorales
(y/o fibroblastos)

Citoquinas: TNFalfa
Modificacion Tumoral: Receptor Quimérico
de Células T

Resistencia a Farmacos: MDR

Citoquinas: IL2, IL4, IL7, IL12, IFNy,
GM-CSF, TNFalfa
Vacunas: HLA, B7, antigenos tumorales

Profarmacos: HSV-TK, citosindeaminasa
Supresores tumorales: p53, E1A, BRCAL, RB

Antioncogenes: anticuerpos de cadena simple Induccién de apoptosis y/o muerte celular.

anti-erb B2, estrategias antisentido (myc, Fos,
K-ras)

Terapia Génica ex vivo: células efectoras anti-
tumorales del sistema inmune, son modificadas
genéticamente y reimplantadas. Su capacidad
para alcanzar y residir dentro del tumor, es apro-
vechada para liberar en el interior del mismo el
producto de genes exdgenos.

La incorporacion de genes MDR en células pro-
genitoras del sistema hematopoyético les
confiere resistencia para sobrevivir a altas de
dosis de quimioterapia.

Aumentar la respuesta inmune antitumoral del
paciente.

Aumentar la respuesta antitumoral (celular y/o
humoral) especifica del sistema inmune.

Transformacion selectiva en las células de un
profarmaco en un agente citotdxico.

Induccién de apoptosis y/o muerte celular.
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Estrategias

Terapia Génica

Tumor Citoquinas  Vacunas  Antisentido Profarmacos  Supresor Anti Proteccién
citotoxicos Tumores  oncogenos  Hematopoyética

Cerebro si - si si - - si
Mama si si - - - si si
Colorectal si si si si si - -
Cabeza/cuello si si - si Si - _
Pulmén si si si - si si -
Linfoma si si si - - - -
Melanoma si si - - - - _
Neuroblastoma si - - - - - _
Retinoblastoma - - - si - - _
Ovario si s - si si si si
Préstata si si - si - si -
Renal si si - - - _

Estomago - si - - - - -
Pancreas - si - - - - -
Hepatico/biliar - - - - sf - _

TERAPIA GENICA DE ENFERMEDADES HEREDITARIAS

Patologia Primaria

Producto Génico

Destino del Gen Terapéutico

Adenosin Deaminasa
(deficiencia)
Alfa-1-Antitripsina
(deficiencia)

Enfermedad de Gaucher
Fibrosis Quistica
Granulomatosis Crénica
Hemofilia Ay B
Hipercolesterolemia familiar
Mucopolisacaridosis Il
(sindrome Hunter)

Ornitina Transcarbamilasa
(deficiencia)

Purina nucledsido fosforilasa

(deficiencia)

ADA
Alfa-1-Antitripsina

Glucocerebrosidasa
CFTR

p47pohx

Factores VIl y IX
LDLr
Irudonato-2-sulfatasa

oTC

PNP

Célula T, Célula Progenitora
hematopoyética
Epitelio respiratorio, hepatocito

Célula progenitora hematopoyética
Epitelio respiratorio

Célula progenitora hematopoyeética
Hepatocito

Hepatocito

Ceélula T

Hepatocito

Célula T
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