Actualizaciones

[ransferencia de genes

Bases y aplicaciones

En la ultima década el enorme
desarrollo de la biologia mole-
cular ha posibilitado que la tec-
nologia del DNA recombinante
se aplique a la transferencia
de genes con fines terapéuti-
cos, pasando del suefio a la rea-
lidad.

Los sistemas de vectorizacién
de los diferentes genes inclu-
yen, a los retrovirus, adenovi-
rus, herpes virus, liposomas,
etc., cada uno con ventajas y
desventajas, de acuerdo con la
enfermedad a ser tratada y con
el tejido objeto de la correc-
cién genética. Hasta el momen-
to aproximadamente 80 pro-
tocolos clinicos estin siendo
aplicados en el mundo y su
nimero aumenta dia a dia. El
control y regulacion de la apli-
cacion de estos protocolos im-
plica la evaluacién rigurosa de
cada uno de ellos, tanto en
modelos in vitro como en ani-
males, antes de su aplicacién
final en el hombre. El pais debe
prepararse tanto cientifica y
tecnolégicamente como desde
el punto de vista ético y legal,
para enfrentar los retos de este
nuevo enfoque terapéutico.

Luz Marina Restrepo, Luis Fernando Garcia

Introduccion
a terapia génica como
una modalidad de tra-
tamiento para diferen-
tes enfermedades hu-
manas se ha desplaza-
do, en pocos afos, del plano teo-
rico al practico. Mas de 35 pro-
tocolos clinicos han sido apro-
bados por el RAC (Recombinant
DNA Advisory Committee) y
mas de 80 pacientes han recibi-
do terapia de transferencia de
genes sin reacciones adversas
hasta el momento (1).
Cuando se habla de terapia
génica es necesario reconocer
que su desarrollo y avance no
habrian sido posibles sin que se
dieran en el campo de la investi-
gacion en biologia molecular y
en genética. Si nos situamos al-
gunas décadas atras nos encon-
tramos frente a problemas de
identificacion, clonaciéon y am-
plificacion de genes. Fue nece-
sario descubrir que en microor-
ganismos como E. coli existian
moléculas circulares de DNA
(vectores naturales o plasmidos),
independientes del cromosoma
bacteriano, que podian ser aisla-
dos de los mismos, que poseen
secuencias reconocidas por las
enzimas de restriccion, lo cual
puede ser utilizado para adicio-
nar secuencias de DNA y pro-
ducir moléculas hibridas o
recombinantes. Dichas molécu-
las recombinantes pueden utili-
zarse para transformar bacterias
de tal manera que su maquinaria
sintética, una vez transformadas,
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es aprovechada para amplificar
el gen o la secuencia insertada,
ya que estos plasmidos se repli-
can con el material genético
bacteriano. Muchos de los plas-
midos que se utilizan corrien-
temente en biologia molecular,
son construidos en el laborato-
rio, adicionandoles secuencias
que les confieren una ventaja se-
lectiva, como por ejemplo la re-
sistencia a drogas, como la
ampicilina o la tetraciclina, lo
cual permite identificar facil-
mente las colonias de las bacte-
rias que contienen la molécula
recombinante (2).

Actualmente son muchas las pro-
teinas y las secuencias génicas
que se producen por tecnologia
de DNA recombinante, entre
otras la hormona del crecimien-
to, la insulina, el interferon, etc.
Como vemos, la carpinteria
genética dejo de ser un monopo-
lio de las células vivas, pues des-
de hace algun tiempo los inves-
tigadores hacen otro tanto: cor-
tan y pegan el DNA tan facil-
mente como se pega una pelicu-
la. Estos cortes y uniones se rea-
lizan gracias a una bacteria de
enzimas que enrollan, transcri-
ben, reprimen, replican y ligan
el DNA de mil maneras para dar
origen a lo que se conoce como
"construccion", es decir, una
molécula de DNA recombinante.
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Transferencia de genes

en la que se incluyen secuencias
génicas plasmidicas, virales,
bacterianas o eucaridticas con
secuencias de regulacion y ex-
presion determinados por su uti-
lizacion posterior.

Hasta hace algunos afios los lo-
gros en ingenieria genética esta-
ban restringidos a organismos
simples como los virus, las bac-
terias o las levaduras, pero ac-
tualmente nos acercamos a pa-
sos agigantados al ser humano.
No se puede, sin embargo, ex-
perimentar sobre el hombre
como se experimenta sobre las
bacterias o sobre otros anima-
les. La experimentacion en hu-
manos genera controversias, el
éxito de la tecnologia de DNA
recombinante suscita grandes es-
peranzas, pero es indudable que
hay que aprender a controlar el
poder creciente de la ingenieria
genética, que ofrece (;0 amena-
za?) transformar la naturaleza
misma de la humanidad (2). Ya
la terapia génica, o lo que es lo
mismo la utilizaciéon del DNA
como medicamento, es una rea-
lidad inminente. Es asi como en
este momento varios protocolos
clinicos estan siendo aplicados
en el hombre. En este articulo
trataremos de revisar cuales fue-
ron los avances tecnologicos que
nos permitieron llegar al estado
actual de la terapia génica. Igual-
mente veremos cuales son las
perspectivas, implicaciones éti-
cas y sociales y el futuro de esta
nueva herramienta terapéutica.

Conceptos basicos
Durante algtin tiempo se pensd
que la terapia génica era la in-
troduccién de material genético
en las células somaticas con el
fin de tratar enfermedades ma-
lignas, infecciosas o errores con-
génitos del metabolismo (3). Sin
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embargo, existe también la po-
sibilidad de inactivar (recombi-
nacion homologa) o destruir
genes mutados ("knock out")
para corregir una enfermedad
(4). De ahi que podriamos con-
siderar la terapia génica como el
conjunto de tecnologias que per-
miten adicionar, reemplazar o
eliminar material genético en las
células somaticas de un indivi-
duo con el fin de corregir el fun-
cionamiento anormal de un gen.
En algunas enfermedades la in-
troducciéon de un homélogo fun-
cional del gen defectuoso y la
elaboracidén, ain en pequeflas
cantidades, del producto génico
ausente, tienen efecto benéfico.
Al mismo tiempo, en estos ca-
sos la superproduccidn no tiene
efectos deletéreos. Los desorde-
nes genéticos son candidatos
ideales para terapia génica ya
que la expresion del gen trans-
ducido no tiene que ser estricta-
mente regulada. Otras enferme-
dades requieren que una canti-
dad especifica del producto
génico sea elaborada en un tiem-
po determinado. En tal caso el
gen transducido debe ser colo-
cado bajo controles reguladores
apropiados, lo cual puede lograr-
se por terapia de reemplazo en
oposicidn a una de adicion como
es la practica corriente. Sin em-
bargo, no siempre es necesario
corregir la lesion en el tipo de
célula que presenta el defecto, y
en algunos casos el gen terapéu-
tico puede ser introducido den-
tro de otro tipo celular de tal
forma que las células gené-
ticamente modificadas reempla-
cen funcionalmente a las que tie-
nen la deficiencia (5). Es la en-
fermedad entonces la que deter-
mina el tipo de terapia y el siste-
ma de vectorizacion a utilizar.
Varios requisitos son comunes a

todas las enfermedades suscep-
tibles de ser tratadas por terapia
génica:

1. La patogénesis de la enferme-
dad debe ser conocida a nivel
molecular e involucrar un solo
gen.

2. Las secuencias correspondien-
tes de DNA deben estar clonadas
y disponibles.

3. Se deben establecer métodos
efectivos de liberacion del gen.

4. Las secuencias reguladoras
que llevan a una expresion apro-
piada del gen transferido deben
ser conocidas.

5. Dado el costo de esta aproxi-
macién terapéutica seria razo-
nable limitar su aplicacién a en-
fermedades en las cuales no exis-
ta otra posibilidad terapéutica

(6).

Sistemas de vectorizacion
Una vez conocidos los meca-
nismos moleculares y pato-
génicos de una enfermedad, se
pueden considerar dos enfoques
terapéuticos fundamentales: 1)
farmacolédgicos, en los cuales
se pueden adicionar drogas es-
pecificas basadas en las carac-
teristicas funcionales del pro-
ducto del gen defectuoso o 2)
genéticos, basados en la
insercion de transgenes intro-
ducidos en las células donde la
anomalia es expresada, con mi-
ras a sustituir el gen enddgeno
por la introduccién de uno nor-
mal, aunque algunas veces esta
sustitucion se hace en células
diferentes a las directamente
afectadas. Podemos decir enton-
ces que un transgen es una se-
cuencia particular de DNA li-
berada en el ntcleo de una cé-
lula en la cual puede ser esta-
blemente integrado en el DNA
gendmico y potencialmente
transmitido a las células des-
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cendientes. Se denomina vector
a una molécula de DNA
recombinante que incluye DNA
viral, secuencias plasmidicas, el
gen o genes de interés o bien
vesiculas lipidicas portadoras de
las secuencias de DNA de inte-
rés. El medio o forma en la cual
el transgen es introducido o li-
berado en una célula se deno-
mina sistema de vectorizacion.
Como mencionamos antes exis-
ten vectores naturales como los
plasmidos, que permiten la intro-
duccion y amplificacién de se-
cuencias génicas en microor-
ganismos. Sin embargo, la situa-
cion es diferente cuando se trata
de introducir un material
genético en células eucarioticas.
La terapia génica se basa en el
desarrollo de vectores especia-
les, en muchos casos aprove-
chando el material genético de
algunos virus y su tropismo na-
tural por ciertos tipos de células,
para construir moléculas hibridas
con capacidad para penetrar, y a
veces integrarse en el material
genético de las células eucarid-
ticas, en cuyo caso se logra una
expresion por largo tiempo del
gen, o genes de interés, logran-
dose una transduccion por largo
término; en el caso contrario se
obtiene una expresion temporal
de las secuencias insertadas, lo
cual se conoce como transduc-
cidn transitoria (7).

El beneficio esperado de las mo-
dificaciones genéticas sobre las
células somaticas se debe deter-
minar cuidadosamente y anali-
zar sus riesgos potenciales. No
importa cual sea la estrategia
tecnldgica utilizada, el sistema
de liberacién (vector) no debe
ser propagado ni transmitido a
otros organos o tejidos diferen-
tes al "blanco" inicial (8). La
Tabla 1 muestra los sistemas de
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vectorizacion y liberacion de
genes actualmente en uso.

Vectores retrovirales
Se trata de virus RNA, los cua-
les una vez infectan una célula
el RNA es transcrito a DNA,
que a su vez se integra en el
DNA genoémico de la célula in-
fectada. Esta forma integrada se
denomina provirus (Figura 1).
La mayoria de los vectores retro-
virales se derivan de retrovirus
murinos o de aves. El mas co-
munmente utilizado es el virus
de Moloney de la leucemia
murina (Mo-MuLV). La biolo-
gia de este retrovirus es relativa-
mente bien conocida y los siste-
mas basados en él producen vi-
rus recombinantes con titulos mas
o menos altos. Ademas se dis-
pone de variantes que infectan
eficazmente células humanas (5).
Los vectores retrovirales tienen
generalmente dos componentes:
a. Una molécula retroviral recom-
binante, en la cual los genes es-
tructurales gag, pol y env, que
codifican respectivamente para
las proteinas de la capside, la
DNA polimerasa y las glico-
proteinas de la envoltura que son
insertadas en la membrana de la
célula huésped, son reemplaza-
das por los genes de interés: un
gen marcador que confiere resis-
tencia a una droga (generalmente
neomicina o higromicina) y un
gen terapéutico como por ejem-
plo IL-2, ADA, B7, LDL, alfa-1-
antitripsina, etc. Estos dos genes
pueden ser expresados a partir
del mismo promotor retroviral.
Como el tamafio del gen a ser
vectorizado por un retrovirus es
bastante limitado, se hace nece-
saria la remocion de secuencias
codificadas por el virus, pero el
vector sin estas secuencias estruc-
turales es incapaz de "encapsi-
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Sistema Aplicacién en Expresion
terapia génica
Estable (E)
Ex vivo |In vivo |Transitoria (T¥
Virales
Retrovirus + 7 E
Adenovirus +/- + g
Virus asociados a + ? E
adenovirus (AAV)
Virus herpes +/- + ?
Virus vaccinia +- + i
Virus polio +/- + T
Sindbis y otros +- + T
virus RNA
No virales
Conjugados
Ligando-DNA - + il
Lipofeceién +- + T
Electroporacién + - T
Coprecipitacién + - E
Ca,PO,
Modificado de ref 7
Tabla 1. Sistema de liberacion de genes

en células de mamiferos.



Transferencia de genes

VECTOR RETROVIRAL
PROTOTIPO
SD SA
D’lJ | GAG = POL l ] ENV | :‘
LTR & Psi LTR 3

LTRS' . gen A genB HIR:S

Vector bajo control transcripcional del LTR 5'

LTR: Secuencias repetidas largas terminales.
SA: Sitio aceptor de “splicing”.

SD: Sitio donador de “splicing”.

Psi: Seiial de encapsidacion.

Modificado de refs. 5y 11.

Figura 1. En un vector retroviral, los genes A y B reemplazan las secuencias gag, pol, y env,
(proteinas de capside, DNA polimerasa y proteinas de envoltura respectivamente)
pero permanecen bajo el control transcripcional de LTR5'.

Produccion de "stocks™ retrovirales sin virus tipo
salvaje

Gen

Célula de encapsidacion

Psi Transfeccion

LTR TR

Transcomple-
mentacién

Particula estructural vacla

1. Provirus recombinante (vector)
2. Provirus de la leucemia murina, genes
estructurales, (Psi-)

Particula retroviral recombinante
incapaz de propagarse

Figura 2. Un vector retroviral Psi+ es encapsidado en la particula viral producida
por el provirus Psi-, integrado en la linea de encapsidacién. Las particulas

virales liberadas en el medio de cultivo son usadas posteriormente

para infectar una célula blanco. Dichas particulas se integran en el

genoma de la célula blanco y el ciclo de infeccién se detiene alli,

pues son incapaces de replicarse.

Modificado de refs. 5, 11y 13.
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darse" para iniciar un nuevo ci-
clo de infeccion. Asi, la mayoria
de los vectores retrovirales dis-
ponibles son por definicion de-
fectuosos o incompetentes para
su replicacion (9-12).

b. Uno de los avances mas im-
portantes en el desarrollo de los
retrovirus como vectores de
transfrencia fue la generacion de
lineas celulares especializadas
("packaging cells"), que permi-
ten la produccion de virus
recombinantes defectuosos con
altos titulos de infeccion y libres
de virus tipo salvaje. En princi-
pio, como las lineas de empa-
quetamiento no transmiten infor-
macion genética para la produc-
cion de virus, las células blanco
transducidas son incapaces de
perpetuar una infeccion y espar-
cir el virus a otras células. Por lo
tanto, se utilizan lineas de
empaquetamiento que aportan,
por transcomplementacion, las
proteinas retrovirales estructura-
les. Por ejemplo, en el genoma
de fibroblastos 3T3 se ha intro-
ducido por transfeccion un
provirus de Mo-MuLV despro-
visto de la sefial de encapsidacion
Psi. Este provirus es capaz de
dirigir la sintesis del conjunto de
constituyentes del viras, pero el
RNA gendmico sin secuencias
Psi (Psi-) no puede ser
encapsidado eficazmente. Cuan-
do se introduce en estas células
un vector retroviral Psi+, se pro-
duce entonces una transcom-
plementacion: el vector recom-
binante Psi+ se encapsida dentro
de la particula viral producida
por el proviras Psi-. Se produ-
cen entonces "stocks" de retro-
virus recombinantes sin virus
tipo salvaje. Recientemente las
caracteristicas de las lineas de
empaquetamiento han sido
mejoradas por la introduccion de
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modificaciones suplementarias
que disminuyen el riesgo de for-
macion de virus salvaje por
recombinacién con el vector
retroviral. Se dispone entonces
de lineas de encapsidacidon
confiables y seguras para produ-
cir "stocks" de vectores retro-
virales libres de virus salvaje, ya
sea ecotropicos (especificos de
células murinas) o anfotrépicos
(con tropismo mas extendido, in-
cluyendo células humanas) (13-
15) (Figura 2).

Ventajas

Los vectores retrovirales
nomalmente son capaces de in-
fectar un amplio rango de célu-
las.

Las construcciones pueden diri-
girse de tal forma que los
vectores sean ecotrdpicos o
anfotrépicos. Algunas estrate-
gias para la modificacion del es-
pectro de infeccidon de una cons-
truccion retroviral implican, por
ejemplo, la utilizacién de
anticuerpos dirigidos contra una
proteina de la superficie de la
célula blanco. Igualmente las
proteinas de env pueden ser qui-
micamente modificadas de ma-
nera que sean reconocidas por
receptores expresados en la cé-
lula blanco o redisenarse el gen
env del vector y reemplazar seg-
mentos del mismo con epitopes
que reconocen otros receptores
diferentes a los usados normal-
mente por el virus; o bien, a tra-
vés de ligandos especificos co-
expresados junto con las protei-
nas env en la superficie del vi-
rus; de esta forma el receptor
para el ligando es expresado en
la célula blanco y el vector y la
célula pueden interactuar.

Se integran en el genoma de la
célula blanco, lo cual permite una
expresion prolongada del gen o
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genes de interés, evitando infec-
ciones repetidas con el vector.
Son ideales para aplicaciones ex
vivo, 0 sea en tejidos explanta-
bles que son reintroducidos en el
individuo una vez modificados.
Algunos transducen eficazmen-
te cerca de 100% de las células
blanco (9, 16, 17).

Desventajas

Dificultad para regular eficaz-
mente los genes de interés.
Insercion al azar en el genoma
de la célula blanco, que puede
llevar a la activacion de onco-
genes o a la inactivacion de genes
supresores de tumores.

El tamafio del gen que puede ser
vectorizado estd limitado a 8kb
en promedio. La mayoria de los
receptores retrovirales son des-
conocidos, lo cual hace dificil
determinar su distribucion en los
diferentes tipos celulares.

Se necesita replicacion de la cé-
lula blanco para que ocurra la
integracion del provirus. Esto
implica la necesidad de inducir
la proliferacion de la célula blan-
co al menos por periodos cortos.
En el caso de las células madres
hematopoyéticas (CMH), uno de
los blancos mas importantes de
este tipo de vectores, es necesa-
rio al mismo tiempo mantener
su capacidad de autorrenovacion
y totipotencialidad sin diferen-
ciacion de las mismas, lo cual es
bastante dificil de lograr.

Las particulas retrovirales son
relativamente labiles en compa-
racion con otros virus, lo cual
hace dificil su purificacion y con-
centracion (7, 11, 18).

Células blanco susceptibles a
la infeccion por vectores
retrovirales

Los vectores retrovirales son
compatibles con la transferencia
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de genes en células explantables,
reinyectables después de su ma-
nipulacidn in vitro y capaces de
dividirse para integrar el vector.
Este es el caso de células tumo-
rales, linfocitos, o células de mé-
dula 4sea (células madres
hematopoyéticas) (19). Sin em-
bargo, recientemente (20) se ha
demostrado transferencia in vivo
de hepatocitos. Estas células, cla-
sicamente clasificadas como
postmitoticas, después de una
hepatectomia parcial se vuelven
permeables a la infeccion por
vectores retrovirales, pues el acto
quirdrgico constituye un estimu-
lo mitdtico intenso. Este proce-
dimiento evita los problemas de
restablecimiento de células ma-
nipuladas en un érgano y ofrece
una alternativa potencial al tras-
plante de higado (21).

Vectores adenovirales
El conocimiento de la genética
molecular de los adenovirus, asi
como su facil manipulacion, con-
vierten estos virus en vectores
ventajosos para la transferencia
de genes tanto en células en cul-
tivo como directamente en los
animales.

Los adenovirus son virus DNA
de doble cadena, lineares, de
aproximadamente 36 kb. Cada
extremo del genoma viral tiene
una secuencia corta ("inverted
terminal repeat" o ITR) necesa-
ria para la replicacion viral. Las
regiones El (El-A y EI-B) co-
difican las proteinas responsa-
bles de la regulacion de la trans-
cripcion del genoma viral y de
algunos genes celulares. La ex-
presion de laregion E2 (E2-A'y
E2-B) estd involucrada en las
funciones virales replicativas
(proteinas de union del DNA,
DNA polimerasa y proteina ter-
minal). Los productos codifica-
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ITR

OBTENCION DE UN ADENOVIRUS

RECOMBINANTE
DNA Adenovirus
i / / B3

gk
LA
+
AdIX

—{{ Gen Foraneo -

AdIX: Secuencias que codifican para el péptido IX del adenovirus.
El(ay b): Proteinas responsables de la regulacién de la transcripcion.

Plasmido linearizado

Transfeccién de células 293
Recombinaciéon homéloga

E3: Funciones replicativas.
Modificado de ref. 3.

E3 ITR

- Adenovirus recombinante

Figura 3. Los adenovirus recombinantes generalmente se construyen reemplazando
la region interna El o E3. A través de la recombinacion entre un plasmido
linearizado portador del gen fordneo y un adenovirus cortado con enzimas

de restriccion se suprimen

las secuencias mencionadas que son posteriormente

aportadas por lineas celulares como la 293, que las producen constitutivamente.

dos por la region E3 previenen
la lisis por las células T citotoxi-
cas y el factor de necrosis tumo-
ral (TNF). En la region E4 son
codificadas proteinas con diver-
sas funciones (3, 7, 16, 22).

Los adenovirus recombinantes son
estables estructuralmente y no se
observan rearreglos virales des-
pués de amplificaciones extensi-
vas de los mismos. No se han
reportado efectos colaterales des-
pués de vacunacion con adenorirus
tipo salvaje, lo cual demuestra su
seguridad y eficacia para usarlos
en humanos. Sin embargo, aln
existen problemas por resolver con
las construcciones disponibles. La
vectorizacion de secuencias de
DNA en los adenovirus utiliza la
disponibilidad de la region E3 para

Acta Med Colomb Vol. 20 N° 4 ~ 1995

la propagacion viral en células en
culdvo y sobre células 293, las
cuales expresan los productos
virales de la region E1. La linea
293 obtenida después de trans-
formacion de células embrio-
narias de riflon humano, por la
region El de un adenovirus 5,
produce constitutivamente los
productos de El. Consecuente-
mente un adenovirus con dele-
ciones en las regiones El y/o E3
puede llevar DNA de gran tama-
fio (secuencias o genes de interés
hasta de 30Kb) y al mismo tiem-
po producir titulos altos de infec-
cion en células como las 293. Asi
la mayoria de los vectores
adenovirales en uso, tienen
deleciones en estas regiones y la
expresion de las secuencias in-

sertadas esta normalmente dirigi-
da por el promotor El A, el pro-
motor principal tardio (MLP-
"Major late promoter"), el pro-
motor E3 o por secuencias de pro-
motores adicionadas exdgena-
mente (Figura 3).

Se ha logrado la transduccién
eficiente de un numero impor-
tante de células in vivo e igual-
mente la expresion prolongada
de los genes transducidos, sugi-
riendo que los vectores ade-
novirales existentes son parcial-
mente competentes para su
replicacion, lo cual tendria pro-
blemas de seguridad ya que el
ciclo de vida de los adenovirus
implica expresion temporal de
un gran nimero de productos
génicos con actividades biolo-
gias diversas. Ademas de la ex-
presion de genes que llevan a la
inactivacion de la sintesis de pro-
teinas del hospedero, algunos
productos génicos involucrados
en la transformaciéon maligna
también son expresados y por lo
menos una proteina estructural
expresada tardiamente en la
replicacion es especificamente
toxica para las células (3).

Los acenovirus son la primera
alternativa de vectorizacién
cuando se trata de hacer transfe-
rencia de genes a células dife-
renciadas incapaces de prolife-
rar, como por ejemplo las célu-
las neuromusculares o a células
no explantables como el epitelio
pulmonar (22). Aunque la inte-
gracion de secuencias de DNA
adenoviral en la célula blanco
puede ocurrir, ésta no parece ser
una parte integral del ciclo viral
y es relativamente ineficiente. De
ahi que se haga necesario reali-
zar infecciones repetidas con es-
tos vectores lo que puede indu-
cir reacciones inmunes impor-
tantes (23-25).
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El potencial de estos viras para
vectorizar DNA de gran tamafo
y para expresar un gen, al pare-
cer en ausencia de replicacion
tanto viral como celular los hace
atractivos como sistema de trans-
ferencia de genes. Ademas su
tropismo natural por el epitelio
respiratorio sugiere una estrate-
gia para el tratamiento de enfer-
medades genéticas importantes
como la fibrosis quistica.

Vectores tipo herpes virus
HSV-1

Estos son viras defectuosos del
herpes, derivados de mutantes
termosensibles incapaces de
replicarse a temperaturas supe-
riores a 31°C y que poseen un
tropismo natural por las células
del sistema nervioso. Este tipo
de vectores pueden ser usados
para introducir genes en neuronas
en cultivo y en el cerebro de ma-
miferos adultos (26).

El genoma de los HSV-1 es una
molécula linear de DNA de do-
ble banda, la cual codifica apro-
ximadamente 75 genes. Las par-
ticulas virales son estructuras que
constan del DNA, una capside
proteica icosaédrica, una capa de
proteinas o tegumento y una
bicapa lipidica obtenida de la
membrana nuclear de una célula
la infectada. En esta bicapa estan
embebidas las glicoproteinas co-
dificadas por el virus, responsa-
bles de la fusion entre la bicapa
lipidica del viras y la membrana
plasmatica de la célula a infectar,
liberando el resto de la particula
viral al citoplasma. Una vez den-
tro de la célula el DNA del HSV-
1 1llega hasta el nucleo donde sus
genes son transcritos en cascada.
Inicialmente son expresados los
genes IE ("Immediate early") que
codifican las proteinas regula-
doras mas importantes del virus.
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DNA vector

lTransfeccién

Célula M64A

Empaquetamiento de DNA vector
en particulas tipo HSV-1

Superinfeccion
con virus salvaje,
ldelecién en lE

i

Obtencién de "stock" viral con particulas
tanto del vector como salvajes

Figura 4. El DNA vector es introducido por transfeccion con fosfato de calcio en células M644,

portadoras de una copia del gen IE (proteinas reguladoras mas importantes del virus). Posteriormente

estas células son superinfectadas con una cepa del HSV-1 con una deleccion de IE. El "stock" viral
resultante contiene particulas ya sea con el DNA vector o con virus tipo salvaje.

Modificado de  ref3.

Estas proteinas IE activan la ex-
presion de los genes que codifi-
can las enzimas responsables de
la replicacion del DNA. Los ge-
nes tardios son expresados des-
pués de la replicacion del DNA y
codifican la mayoria de compo-
nentes de la particula y las enzi-
mas que los ensamblan (3).

Prototipo de un vector

HSV-1 defectuoso
Normalmente contiene una uni-
dad de transcripcion compuesta
de un promotor, un gen y elemen-
tos de procesamiento. Contiene
también dos secuencias HSV-1
responsables de la replicacion y
el empaquetamiento del vector.
También posee secuencias
plasmidicas bacterianas de £ coli.

El vector prototipo pHS Vlac tie-
ne el gen Lac Z de E. coli bajo el
control del promotor HSV-1 IE,
promotor constitutivo que fun-
ciona en muchos tipos de célu-
las. Normalmente el vector es
construido y amplificado en E.
coli empleando técnicas de bio-
logia molecular corrientes. El
vector es transfectado por copre-
cipitacion con fosfato de calcio a
células M64A (las cuales tienen
una copia integrada del gen IE
del HSV-1). Posteriormente estas
células son superinfectadas con
la cepa del HSV-1 17D30EBA,
que tiene una delecion del gen IE,
luego son expandidas y el "stock"
viral resultante es utilizado en
los experimentos de expresion (3)
(Figura 4).
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El gen Lac-Z en el vector
pHSVlac puede ser reemplaza-
do virtualmente por cualquier
gen, por ejemplo un gen que
codifica para un producto de se-
crecion como el factor de creci-
miento o una hormona peptidica,
o por un gen que codifica una
enzima o un receptor. Hay tres
variables basicas que pueden ser
manipuladas cuando se usan
vectores tipo HSV-1 in vivo. Pri-
mero, el sitio de inyeccion deter-
mina cuales células son infecta-
das; segundo, el promotor deter-
mina en cuales de las células
infectadas se expresa el gen, y,
tercero, el gen expresado modi-
ficara las células o la fisiologia
del organismo en una forma
predecible.

El potencial de aplicaciones de
estos vectores de transferencia
es ampli; desde el estudio de la
funcién de productos génicos
dentro de las neuronas, hasta la
modificacion de la fisiologia
neuronal in situ pues en princi-
pio, cualquier gen puede ser in-
sertado en un vector HSV-1 de-
fectuoso, incluidos aquellos que
codifican para productos defi-
cientes o mutados en las enfer-
medades degenerativas del sis-
tema nervioso.

Vectorizaciéon por medio
de liposomas

Los liposomas son de interés en
terapia génica por su capacidad
para encapsular y proteger los
acidos nucleicos, la posibilidad
de su uso in vivo y la ausencia
de peligro asociado con la infec-
tividad viral. Los liposomas usa-
dos para transferencia de genes
son de dos tipos. Los mas re-
cientemente introducidos tienen
en su estructura moléculas
anfifilicas cargadas positivamen-
te. La mezcla de estos liposomas
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con DNA, el cual es negativa-
mente cargado, resulta en la aso-
ciacién del DNA con la superfi-
cie del liposoma. Una carga
residual positiva permite la
interaccion electrostatica entre
los liposomas y las células
eucarioticas, las cuales a su vez
estan cargadas negativamente.
En la segunda forma mas con-
vencional de liberacion media-
da por liposomas, los genes de
interés (u otra forma de acido
nucleico) son encapsulados en
los espacios acuosos de los
liposomas durante la formacién
de los mismos. La encapsulacion
de los acidos nucleicos en los
liposomas es relativamente ine-
ficiente, lo cual se compensa por
la proteccion de éstos contra la
degradacion por nucleasas que
no tienen acceso al interior de
los liposomas.

La introduccion de los liposomas
a células especificas puede ser
aumentada in vitro e in vivo por
ligandos unidos o asociados con
la superficie del liposoma. Estos
incluyen anticuerpos dirigidos
contra determinantes de la su-
perficie celular o ligandos para
los cuales las células tienen re-
ceptores. El tamafio, la compo-
sicion lipidica, la naturaleza de
la molécula encapsulada y el tipo
de tejido usado son caracteristi-
cas que determinan la eficacia
de la liberacion del contenido
liposomal. Esta liberacién pue-
de facilitarse por la adicion de
proteinas virales que promueven
la fusién o por perturbaciones
en la membrana de la célula blan-
co (27).

Los liposomas son vulnerables a
los mecanismos protectores de
los organismos contra particulas
infecciosas y esto constituye una
de sus desventajas principales en
el reemplazo de genes por largo

tiempo: sin embargo, puede
constituir una ventaja cuando se
trata de inmunizaciones a través
de acidos nucleicos encapsula-
dos en los mismos.

Terapia génica en el
hombre y sus perspectivas
El desarrollo de métodos para
introducir genes en las células
de mamiferos ha estimulado un
gran interés en la posibilidad de
tratar un nimero importante de
enfermedades humanas como la
deficiencia de alfa-1 -antitripsina,
fibrosis quistica, distrofia mus-
cular de Duchenne, enfermedad
de Parkinson; hemoglobinopa-
tias, inmunodeficiencia severa
combinada, leucemias, tumores
malignos, errores congénitos del
metabolismo, SIDA, etc., por
medio de terapias basadas en
genes. Como hemos visto, las
herramientas usadas en la trans-
ferencia de genes son numero-
sas, cada una de ellas con venta-
jas y desventajas, de tal manera
que la estrategia apropiada debe
ser definida de acuerdo con la
enfermedad que se desee consi-
derar. Los resultados obtenidos
permiten predecir un rico porve-
nir de la transferencia terapéuti-
ca de genes. Como menciona-
mos, son muchos los protocolos
aprobados por el RAC. Algunos
de estos protocolos involucran
marcacion genética de las célu-
las sin beneficio directo para el
paciente y muchos otros evaluan
la toxicidad del procedimiento
mas que su eficacidad. La Tabla
2 resume los protocolos clinicos
que estan siendo aplicados en el
hombre.

La primera autorizacién de
reintroduccion de células trans-
ducidas por retrovirus fue dada
en los Estados Unidos para la
inmunoterapia de melanomas
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malignos con células TIL ("Tu-
mor infiltrating lymphocytes")
expandidos in vitro con la ayuda
de IL-2. Se trataba en ese enton-
ces de una marcacion genética
con el gen bacteriano de resis-
tencia a la neomicina (NeoR)
para verificar si después de las
manipulaciones in vitro de las
células, era posible reclutarlas
en el tumor. Esta primera expe-
riencia estuvo destinada esen-
cialmente a esclarecer los meca-
nismos de accién de las células
TIL en la respuesta inmune an-
titumoral. Queda la posibilidad
de realizar con este sustrato ce-
lular protocolos verdaderos de
terapia génica donde el gen trans-
ferido condifique para una sus-
tancia antitumoral como el TNF,
e igualmente el estudio del pa-
pel de oncogenes y genes supre-
sores de la carcinogénesis (19,
28, 29).

La segunda experiencia de tera-
pia génica se hizo en la deficien-
cia de adenosina deaminasa
(ADA), enfermedad hereditaria
que se presenta como una defi-
ciencia inmune combinada se-
vera, mortal a corto término en
ausencia de trasplante alogénico
de médula 6sea. Hasta el mo-
mento dos niflos se han benefi-
ciado de la autotransfusion de
linfocitos periféricos manipula-
dos y transducidos in vitro con
retrovirus a los cuales se habia
insertado el gen para la ADA
(19, 28). Los resultados de eva-
luaciones regulares tanto del por-
centaje de linfocitos circulantes
que expresan el gen transferido,
como de su funcidén inmunitaria
parecen prometedores. Sin em-
bargo, el objetivo ultimo de la
terapia génica en las enfermeda-
des constitucionales del sistema
hematopoyético consiste en lo-
grar transducir las células ma-
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dres pluripotentes para un trata-
miento unico y definitivo. En el
hombre las experiencias de trans-
ferencia a células madres hema-
topoyéticas (CMH) sobre mo-
delos de cultivo in vitro a largo
plazo han sido descritas por
Blaese, et al (30) y Bordignon,
et al (31). La preestimulacion de
CMH con factores de crecimien-
to, en particular II-1, IL-6, o fac-
tor inhibidor de linfocitos (LIF),
48 h antes del contacto con
vectores retrovirales, parece fa-
vorecer enormemente la integra-
cion de estos ultimos. El éxito
obtenido en ratones y animales
de mayor tamafio permite espe-
rar a mediano plazo la aplica-
cion exitosa de este tipo de meto-
dologias en el hombre.

Mas recientemente ha sido de-
sarrollada una aproximacién ex
vivo de terapia génica para la
hipercolesterolemia familiar
(FH). En una paciente fueron in-
troducidos hepatocitos autdlogos
que habian sido genéticamente
manipulados y corregidos con
retrovirus recombinantes, vecto-
res del receptor para lipopro-
teinas de baja densidad (LDL).
La paciente tolero bien el proce-
dimiento y los ensayos de hibri-
dizacién in situ en tejido hepa-
tico después de cuatro meses de
la terapia mostraron evidencia
de expresion del gen transducido.
La relacion LDL/HDL en la pa-
ciente disminuy6 de 10 a 13, an-
tes de la terapia, a 5 a 8 después
de la misma y ha permanecido
estable mas de 18 meses. Este
protocolo representa el primer
reporte de terapia génica en hu-
manos, en la cual se ha logrado
una correccion estable (21).

En relacion con el SIDA, se han
presentado resultados originales
de suicidio condicionado de cé-
lulas infectadas después de trans-
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Protocolo Célula blanco _ Enfermedad
Mareaje genético
NeoR(1) TIL (2) - Melanoma
. in‘aligno ‘
NeoR TIL _Céncer ovario
NeoR T, Carcinoma renal
NeoR Médula ésea _Leucemia linfoide
_y micloide aguda
NeoR Médulabsea ~ Neuroblastoma
NeoR Meédula 6sea Leucemia linfoide
~ crénica
NeoR Hepatocitos ~ Deficiencia
_hepética -

Terapia génica

ADA (3) Linfocitos T periféricos  Inmunodeficiencia

severa combinada
ADA Progenitores médula 6sea Inmuno deficiencia

severa combinada
TNF @) TiL Melanoma maligo

TNF Células tumorales
1L-2 (5) Células tumorales

Cancer avanzado
Céancer avanzado

neuroblastoma renal
46 Tumor alogénico-autélogo Melanoma
GM-CSF (7) Tumor autoélogo Céncer renal
IFN-gama (8) Tumor autélogo Melanoma

MDR-1(9) CMH CD34+ Céncer ovario

Factor IX  Fibroblastos aut6logos de piel Hemofilia B
R-LDL (10) Hepatocitos Hipercolesterolemia
familiar

HSV-tk (11) Células céncer ovario
HLA-B7 (12) Melanoma in vivo

Céncer ovario
- Melanoma maligno

HSV-tk Linfocitos T SIDA
citotoxicos

Glucocere-  CD34+, PBLs Enfermedad de

brosidasa _ Gaucher -

FACC(13) CD34+
CFTR(14)  Tracto respiratorio

_Anemia de Faneoni
Fibrosis quistica

Tabla 2. Protocolos clinicos en los cuales estd

siendo aplicada la terapia génica.

Modificado de refs. 28y 29.

(1) Resistencia a neomicina, (2) linfocitos infiltradores de
tumores, (3) adenosina deaminasa, (4) factor de necrosis
tumoral, (5) interl 2, (6) interleuqui 4, (7) factor
estimulador de colonias de granulocitos-monocitos,  (8)
interferon gama, (9) multirresistencia a drogas, (10) receptor
de lipoproteinas de baja densidad, (11) tirosina kinasa de
HSV, (12) antigeno de histocompatibilidad B7, (13)gen para
el grupo de complementacion C de la anemia de Fanconi,
(14) regulador de conductividad transmembranal de la
fibrosis  quistica.
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ferir un vector que incluia el gen
de la timidina kinasa (tk) del vi-
rus herpes, sobre el control de
secuencias reguladoras del
genoma del HIV (1, 29). El tra-
tamiento de las células con
aciclovir indujo un suicidio se-
lectivo de las células infectadas.
Los blancos de la terapia génica
en el SIDA podrian estar repre-
sentados por las CMH que se-
rian manipuladas in vitro y lue-
go auto trasplantadas, aunque lo
ideal seria poder transducir es-
tas células blanco in vivo. Un
adenovirus recombinante que
infectaria multiples tipos celula-
res pero en los que la expresion
estaria condicionada por la pre-
sencia de secuencias virales
endocelulares constituiria en este
contexto una alternativa alenta-
dora (3). Los antivirales gené-
ticos definidos como elementos
DNA o RNA que son transferi-
dos dentro de las células y afec-
tan sus blancos intracelulares, ya
sea directamente o después de
expresion como RNA o protei-
nas, incluyen oligonucledtidos
antisentido, ribozimas, sefiuelos
de RNA ("decoys"), mutantes
transdominantes, toxinas e inmu-
nogenos, ofrecen la posibilidad
de atacar simultaneamente mul-
tiples sitios en el genoma del
HIV y se ha demostrado que in-
hiben efectivamente la replica-
cion del HIV-1 in vitro, pero sus
aplicaciones in vivo todavia son
cuestionadas principalmente por
la ausencia de un sistema efi-
ciente de liberacion (32).

La transferencia de genes tiene
también aplicaciones multiples
en el campo de las vacunas y
especialmente de las vacunas vi-
vas recombinantes, utilizando
virus o bacterias atenuadas como
vectores. Adicionalmente esta el
campo de la inmunizacidn
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intracelular en la cual la célula
del huésped se volveria inmune
a la infeccion por transferencia
de una parte apropiada del
genoma del virus o bacteria con-
tra la cual se busca proteccion.
Estas técnicas estan todavia por
desarrollarse pero permiten es-
perar nuevas medidas de preven-
cidn contra muchas enfermeda-
des infecciosas (3, 33).

Consideraciones éticas e
implicaciones sociales de
la terapia génica
Existe el consenso genereal de
que la terapia génica somatica,
con el proposito de tratar o co-
rregir una enfermedad es una
opcidn terapéutica ética. Sin
embargo, hay controversias con-
siderables en lo que a terapia
génica de las células germinales
se refiere. Se piensa que la ma-
nipulacion de las células ger-
minales podria tener repercusio-
nes impredecibles en las genera-
ciones del futuro. La medicina
es una disciplina inexacta y to-
davia no entendemos completa-
mente la forma como funciona
el cuerpo humano. El sentimien-
to de una gran mayoria de estu-
diosos del tema es que la terapia
génica en células germinales no
debe ser considerada hasta cuan-
do hayamos aprendido lo sufi-
ciente sobre terapia génica
somatica y hasta que los estu-
dios en animales demuestren la
seguridad de los procedimientos
a realizar.
Los productos para terapia
génica deben ser el resultado de
la combinacion de tres pasos,
cada uno de los cuales es consi-
derado como un nivel en el cual
deben aplicarse estrictos contro-
les (8).
1. Clonacidn, aislamiento y am-
plificacién de las secuencias te-

rapéuticas de DNA en un mi-
croorganismo.

2. Introduccién de las secuen-
cias terapéuticas dentro de un
vector el cual puede ser un DNA
plasmidico, un virus defectuoso
o complejos moleculares sinté-
ticos.

3. Transduccion a la célula blan-
co mediante un sistema vectorial.
El beneficio terapéutico debe ser
alcanzado como resultado de la
combinacion de estos tres ele-
mentos. Ademas de la regula-
cion aplicada a cada paso sepa-
radamente una atencion especial
debe darse al producto final de
la combinacién. Debe demostrar-
se que se ha construido la se-
cuencia correcta y se ha mante-
nido estable durante los pasos
de amplificacion, antes y des-
pués de la transferencia. Se debe
presentar una descripciéon com-
pleta de los procedimientos usa-
dos en la produccion del vector,
conjuntamente con la descrip-
cion y caracterizacion completa
de los materiales utilizados en
su produccion. Un prerrequisito
fundamental es la seguridad, tan-
to del paciente como del medio
ambiente.

La regulacion de los aspectos
seguridad/eficacia debe ser rea-
lizada por comités éticos y revi-
siones cientificas, y la produc-
cion a gran escala de estos pro-
ductos bioldogicos por agencias
estatales de control médico y aun
de caracter internacional.

Los aspectos éticos de la terapia
génica son un tema de capital
importancia. En los Estados Uni-
dos el RAC esta encargado de la
revision y aprobacion de los pro-
tocolos clinicos. Ademas de los
aspectos de seguridad, el RAC
establece recomendaciones rela-
cionadas con aspectos cientifi-
cos, médicos, sociales y éticos
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de cada propuesta y realiza de-
bates publicos sobre el tema. En
Europa no existe una entidad de
regulacion establecida hasta el
momento, pero en los diferentes
paises hay sistemas de regula-
cion y revision de los diferentes
protocolos antes de su aplica-
cion en el hombre. En Colombia
segiin resolucién numero 8430
de 1993 (34), por la cual se esta-
blecen las normas para la inves-
tigacion en salud, se determina
que corresponde al Ministerio de
Salud formular las politicas de
regulacion de la investigacion.
Aunque en dicha resolucién no
se considera especificamente la
terapia génica, en su capitulo II
(sobre la investigacion farmaco-
logica) y su titulo IV capitulo I
(de la investigacidon con microor-
ganismos patogenos o material
patégeno que pueda contener-
los) y capitulo II (de la investi-
gacién que implique construc-
cion y manejo de acidos nu-
cleicos recombinantes), se con-
templa la posibilidad de la utili-
zacion de esta nueva tecnologia
con fines terapéuticos y se dic-
tan, a grandes rasgos, las nor-
mas de seguridad que deben
guiar el trabajo de investigacion
en este campo. Sin embargo, la
trascendencia e implicaciones
éticas que se derivan de este tipo
de tecnologia, exige una evalua-
cidn rigurosa de cada proceso y
es muy probable que los institu-
tos de investigacion y los cen-
tros que de acuerdo con la Mi-
sion de Ciencia, Educaciéon y
Desarrollo serian creados en todo
el pais, en las areas de las cien-
cias basicas y biomédicas, en un
futuro no muy lejano, sean los
llamados a liderar la implemen-
tacion y regulacion de las posi-
bles aplicaciones y transposicion
en el hombre de la terapia génica.
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Glosario
Bicapa: Se refiere a la doble capa
de lipidos y proteinas que cons-
tituyen la mayor parte de las
membranas celulares.
Capside: Capa protéica externa
de una particula viral.
Clon: Describe un numero ex-
tenso de células o moléculas
idénticas provenientes de una
sola célula o molécula ancestral.
Encapsidar: Proceso a través del
cual un material genético de ori-
gen viral, bacteriano o eucarid-
tico es empacado dentro de la
capside viral.
Explantable: Se refiere al pro-
ceso mecanico de retirar tejidos
u organos de un organismo para
su posterior cultivo o manteni-
miento in vitro.
Ligando: Es la molécula que se
une especificamente con su pro-
pio receptor.
Vector del clonaciéon: Es un
plasmido o bacteriéfago que es
utilizado para transportar DNA
extrafio insertado con el propoé-
sito de producir mas material o
un producto protéico.
Deleccion: Es generada a través
de la remocidn de una sequencia
de DNA, y la reunion posterior
de las secuencias en ambos ex-
tremos de la deleccion.
Transduccion: Se refiere a la
transferencia de un gen bacteriano
de una bacteria a otra por medio
de un fago. También describe la
adquisicion y transferencia de se-
cuencias celulares eucaridticas a
través de los retrovirus.
Transfeccion: En células
eucarioticas refiere a la adquisi-
cion de marcadores genéticos
nuevos por medio de la incorpo-
racion de un DNA exdgeno.
Totipotencialidad: Se refiere a
la caracteristica de las células
indiferenciadas a través de la
cual dichas células se pueden
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potencialmente diferenciar en
cualquier tipo celular dependien-
do de las caracteristicas de su
micro-ambiente..

Abstract
The tremendous development of
molecular biology during the
past decade has allowed the
application of recombinant DNA
technology in humans for thera-
peutic purposes. The dream
became a reality.
The vectors more frequently
used to transfer genes include
retroviruses, adenoviruses, her-
pes viruses and liposomes. Each
one of them has its own advan-
tages and disadvantages regar-
ding the disease and the cell type
in which a specific gene therapy
would be employed. Worldwide
there are more than 80 clinical
protocols under evaluation and
the number increases every day.
The control and regulation of
these protocols must include
their independent evaluation, in
addition to in vitro models as
well as studies in experimental
animals before their application
to humans. The country should
be prepared, both in terms of its
scientific and technological
capabilities as in the legal and
ethical matters, to handle this
new therapeutic approach.
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