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INTRODUCCION

La definicién moderna de terapia genética es
la introduccion de material de acidos nucleicos
(ADN-acido desoxirribonucleico o ARN-acido
ribonucleico) o sus derivados que codifican
informaciéon que es leida por la maquina de
transcripcién nuclear produciendo proteinas
terapéuticas parael tratamiento de enfermedades
(Figura 1) (1). Tradicionalmente, se consideraba
solo como una alternativa para la correccién de
enfermedades congénitas de mutacién unica
por genes defectuosos. Sin embargo, desde
la simultdnea publicacién en paralelo de la
secuencia completa del genoma humano por
parte del Consorcio Internacional parael Genoma
Humano (2) y por Craig Venter y col. (3) en el
afio 2001, nos damos cuenta de que existe un
componente genético evolutivo importante que
habla delaadaptabilidad y resistenciadel huésped
a luchar contra las enfermedades.

Por ejemplo, cerca de 80 % de nuestros genes
cambian su expresién luego de haber sufrido un
accidente o quemadura grave (4). La forma en
como varia esta respuesta genética pudiera ser
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un factor determinante en el curso de la historia
natural de muchas de enfermedades. De esta
observacioén parte entonces, la l6gica intencion
de modificar la expresion genética en forma
favorable.

A pesar de su gran potencial, la terapia
genética, no ha podido pasar mas alla de la
fase experimental. Esto se debe a problemas
relacionados con la produccién, eficacia y
efectos secundarios de los actuales vectores
de transmisién genética (1,5). En este trabajo
resumimos algunos de los adelantos que mi
laboratorio ha llevado a cabo para avanzar el
campo la de terapia genética, en especial en su
aplicacion para enfermedades del pulmoén.

Meétodos virales

La terapia genética emplea vectores virales
como los métodos mas comunes de transmision
de material genético (6,8). Los virus no son
mas que material genético encapsulado por
proteinas que permiten el reconocimiento de
receptores de superficie y su entrada a la célula
(Figura 2). Dichas proteinas cumplen dos
funciones importantes: en primer lugar, la de
secuestrar la maquinaria de lectura interna celular
(transcripcién) que permiten la reproduccion del
material genético viral. Y en segundo lugar, la
de favorecer la produccién de proteinas virales
por encima de las propias del huésped. En el
laboratorio, artificialmente podemos reemplazar
grandes fragmentos del genoma viral por el
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Figura 1. Principios de la Terapia Genética. El material genético es aportado desde el exterior de la célula a través de una
encubierta proteica o quimica que permite el acceso hacia el interior. Luego dicho material llega al nicleo donde es leida
formando ARN mensajero que luego es traducido a proteinas funcionales.

Virus

Figura 2. Esquema de una Adenovirus. Proteinas de
la cdpside (encubierta viral) enganchan a receptores de
superficie celular que permite su entrada a la célula. Los
Adenovirus modificados son uno de los vectores mds
potentes de Terapia Genética. Mutaciones artificiales
creadas en el laboratorio impiden, en la mayoria de los
casos, la replicacion viral y en consecuencia reacciones
inflamatorias secundarias.

humano. Esto nos permite la reproduccién
de genes terapéuticos y promueve a la vez,
la desactivaciéon de muchas funciones virales
con el cual se evita la destrucciéon de la célula,
bloqueando lacontinuaciéndel ciclode infecciéon
viral.

Sinembargo,laproducciény almacenamiento
de vectores virales tienen miiltiple problemas, lo
que trae alto costo y poco acceso. Entre algunos
ejemplos encontramos:

Contaminantes de las lineas de produccion
que pueden introducir nuevos vectores con
mutaciones que produzca efectos no deseados o
peor atin nuevos tipos de enfermedades.

Los virus puede estimular una respuesta
humoral por parte del huésped produciendo una
respuestainflamatoriasistémicacontrala viremia
y anticuerpos que impidan su re-aplicacién y en
consiguiente,lapérdidade su eficaciaterapéutica.

Algunos vectores como los retrovirus y
lentivirus pueden insertar el material genético
terapéutico en lugares criticos que activan
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oncogenes cancerigenos que estaban durmientes,
induciendo la aparicién de tumores malignos.

Finalmente, algunos vectores virales pueden
infectar a 6rganos no-blanco debido ala presencia
hasta ese momento desconocida de receptores
virales, lo cual produce efectos secundarios
severos debido aladisfuncién de dichos 6rganos.

Para ilustrar las consecuencias de estos
problemas citamos el caso del joven de 18 afios
Jesse Gelsinger quien se encontraba bajo el
cuidado del Dr. James Wilson en un tratamiento
experimental para resolver la deficiencia de
la enzima ornitina transcarbamilasa (OTC)
utilizando un Adenovirus. Sin embargo, con el
uso de dicho vector se produjo un sindrome de
respuesta sistémica muy severa que indujo una
falla multi-organica y seguidamente su muerte
a los 4 dias de tratamiento. Investigaciones por
parte de la Administracién Federal de Medicinas
y Alimentos (FDA) identificaron fallas por
parte de los investigadores que hubiesen podido
evitar esta tragedia. A partir de ese momento, se
produjo unamoratoriaen ensayos clinicos dentro
de los Estados Unidos, creando un desinterés y
desincentivo por el método haciendo retroceder
el progreso que se habia logrado hasta ese
entonces (9).

Resurgimiento dela terapia genética en el siglo XXI

El reciente descubrimiento del complejo
CRISPR-Cas9 y de las proteinas TALEN,
han hecho que por primera vez la edicién
fidedigna y poco costosa del genoma humano
esté al alcance de todos, permitiendo un avance
explosivo de conocimientos relacionados con
la regulacién genética de muchas enfermedades
(Figura3) (10,11). Esto representa un potencial
terapéutico inmenso. Sin embargo, debido a
que estas proteinas y sus secuencias guia no se
encuentran en forma natural dentro de las células
humanas, ellas deben ser aportadas desde el
exterior de la mismas. Todo ello harenovado un
interés por las técnicas de terapia genética. Ahora
bien,se urge cautela paraevitar los mismos errores
del pasado. Coincidimos con muchos autores
que para poder trasladar estos conceptos del
laboratorio experimental a sueventual aplicaciéon
clinica, se requieren de rigorosos estudios de
farmacocinética, farmacodinamiay de seguridad
para cada secuencia aportada tal cual como si
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Figura3. Sistema CRIPSR-CAS9. Esun complejo sistema
enzimdtico y de material genético guia que ha permitido
un progreso acelerado en técnicas de edicién fidedigna del
genoma humano.

se tratara de una droga para tratar insuficiencia
cardiaca o septicemia (12-14).

Métodos no-virales

En vista de los problemas surgidos con
vectores virales, existe un fuerte incentivo para
usar técnicas de terapia genética no-virales.
Estas se dividen en métodos quimicos o en
métodos fisicos de transmisién de carga. Entre
los métodos quimicos encontramos polimeros
anfipaticos como liposomas, polisomas y
dendrimeros que poseen componentes hidréfobos
e hidréfilos que envuelven a los dcidos nucleicos
y permiten su fusién con la membrana celular
(Figura 4) (15,16). Seguidamente, mediante
mecanismos de endocitosis y de escape citosélico,
el material genético llega al ndcleo permitiendo
que los cédigos puedan ser leidos y traducidos
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Métodos Quimicos No Virales
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Figura 4. Métodos Quimicos No Virales. Complejas
sustancias poliméricas con capacidad de enlazar ADN o
ARN y permitir su entrada a la célula han sido estudiadas
con poco éxito para su aplicacidn clinica debido a su baja
eficiencia en expresion.

creando proteinas funcionales. Sin embargo,
este proceso es muy ineficiente, y rara vez se
alcanzan niveles de expresién importantes que
puedan causar impacto terapéutico alguno (17).
Por otro lado, se ha reconocido que los métodos
quimicos no son del todo inocuas, ya que pueden
provocar respuestas inflamatorias similares a
las encontradas en la transmisién por particulas
virales, lo cual podria ser un obstaculo para su
aplicacion clinica (18).

Entre los segundos métodos, encontramos
aquellos que utilizan energia mecanica como la
inyeccion hidrostatica, el ultrasonido o la pistola
genética o que utilizan energia de potencial
eléctrico como la electroporacién para promover
laentradadirectade dcidos nucleicos alas células
expuestas (19-21). Entre sus ventajas tedricas
hallamos que el efecto terapéutico estd solo
circunscrito a los campos de influencia de cada
uno de estos métodos. Ademas producen minimo
dafio celular lo cual permite la posibilidad de su
re-aplicacidn sin efectos secundarios. El poder
escalar de modelos experimentales pequeiios a
su aplicacién en humanos es la limitacién mas
clara en estos momentos, sin embargo, avances
en bioingenieria han permitido el progreso y ya
existen formas de su actual uso clinico integrado
a otros tratamientos comunes (22).

La electroporacion pulmonar

La posibilidad de obtener facil acceso al

epitelio respiratorio y del parénquima alveolar
combinado con la actual falta de tratamiento
definitivo (aquella que puedan alterar el curso
natural de una enfermedad) contra el asma, la
fibrosis quistica, el enfisema pulmonary el cancer
del pulmoén, es en teoria una necesidad oportuna
paraexplorartécnicas alternativas como laterapia
genética pulmonar (1). Estono es una tarea facil,
ya que el pulmoén es naturalmente resistente a
invasién microbiana. El sistema respiratorio
posee mecanismos como la produccién de moco,
macréfagos que patrullan el espacio aéreo y
su epitelio produce proteinas de barrera del
complejo occludina que le cierran el paso a los
virus y liposomas para acceder a sus receptores
de membrana ubicadas en porcion basolateral de
la membranas celulares (Figura 5) (5).

Figura 5. A. El pulmén constituye una barrera formidable
para la Terapia Genética. En condiciones normales posee
distintos mecanismos (moco, surfactante, proteinas de
barreratipo occludina, macréfagos alveolares) que impiden
la invasién microbiana, en especial virus que son las
plataformas de transferencia genética mds utilizadas. B.
Dichos mecanismos se encuentran acrecentados durante
condiciones inflamatorias y de enfermedad.
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Paracircunvalar los retos existentes con el uso
de virusy otras técnicas de transferencia genética,
nuestro laboratorio ha adoptado el uso de la
electroporacion. (Figura6)(23,24). Utilizandoun
campo eléctrico,breve e intenso, se crean poros en
lamembrana celular que permiten el movimiento
de macromoléculas cargadas como los acidos
nucleicos (ADN, ARN, oligonucledtidos). La
transferencia es delimitada por la geometria
creadaporlos electrodos,es segurayaque alnivel
energético es de poco amperaje. Finalmente, es
eficiente yaque alcanza altos niveles de expresién
similares a los mejores virus con la ventaja de
evitar la respuesta inflamatoria secundaria que
siempre acompaifia a la transferencia genética
viral (Figura 7).

Figura 6. Electroporacién Pulmonar. La electroporacion
consiste en aplicar un campo eléctrico que permite la
creacion de poros en la membrana celular por el cual el
material genético se transfiere al interior de lacélula. Puede
ser utilizada in vitro a nivel celular, asi como también in
vivo en animales vivos. Posee miiltiples ventajas entre
ellas la sencillez y la falta de efectos secundarios. El
nivel energético es solo de 0,25 Joules/Kg muy por debajo
del utilizado por un desfibrilador cardiaco externo. A.
Electroporacion in vivo para inducir expresion en el pulmoén
B. Distintos electrodos que pueden ser utilizados para
electroporacién in vivo.
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Figura 7. Electroporaciéon Pulmonar es controlado por
la geometria y propiedades eléctricas de los tejidos. La
accion de la electroporacion es guiada por la capacidad
de conduccién y resistencia de los tejidos y permiten la
entrada del material genético cuando se alcanza un umbral
(usualmente 200 V/cm). A. Pulmoén control B. Pulmén
que fue electroporado con un pldsmido codificando el gene
betagalactosidasa reaccionado con el agente bromuro de
X-gal, coloreando las dreas positivas en azul. En este caso
se utilizo un electrodo redondo de 7 mm. C-D. Pulmones
electroporados con el mismo pldsmido con un electrodo
cuadrado. E-G. Secciones histologicas de pulmones
mostrados en C-D mostrando que todas las células alveolares
son capaces de ser transferidas genéticamente.

Uso de terapia genética pulmonar en traumatismo
toracico y sus consecuencias pulmonares

Luego de una contusién pulmonar (CP)
se producen varios cambios fisiolégicos e
inmunolégicos que hacen al pulmoén vulnerable
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a infeccidn, algunos explicados por alteraciones
de expresion genética (Figura 8) (27-28). Entre
estos cambios se encuentra la desaparicién de
macréfagos alveolares, que conjuntamente con
la presencia de una hemorragia intra-alveolar,
permiten a bacterias alojarse y reproducirse sin
oposicion causando neumonia (PNA) paraluego
invadir al sujeto produciendo infecciones ain
mas severas como septicemia. De alli que no
seasorpresalas observaciones clinicas realizadas
por Bulgery col. (2000) (29),donde en pacientes
mayores de 65 afios con mas de dos fracturas de
costillay PN A tengan un incremento significativo
en su riesgo de morir mas alla de la presencia
de otros factores de riesgo como enfermedades
cardiovasculares y crénicas como diabetes. EIl
traumatismo de la caja toracica hoy en dia es
una de las razones principales de admisién para
unidades de terapiaintensivaenel mundo(30,31).

Figura 8. Contusién Pulmonar. Corte histolégico de una
area de contusién pulmonar luego de un traumatismo
cerrado de caja tordcica. Se muestra un drea definida
de hemorragia rodeada por una interface con cambios
inflamatorios profundos. Esta drea es susceptible a
infecciones secundarias bacterianas. La combinacién de
estos insultos acarrea graves consecuencias como la falla
pulmonar aguda, septicemia con una mortalidad superior
al 40 %.

Nuestro laboratorio ha creado un modelo
experimental de contusién toracica en roedores
que reproduce muchas de las caracteristicas
presentes en lacondicién humana (Figura9)(32).
En una serie de publicaciones hemos estudiado
los mecanismos moleculares desencadenados por
una contusién pulmonar y hemos demostrado
entre otras cosas como el incremento de
la permeabilidad capilar, cambios en la
composicion quimica del surfactante alveolar y
una desregulacién de la respuesta inflamatoria,
impiden la expansién e intercambio gaseoso
adecuado del pulmoén (25,27,28,31,33-36). Este
insulto, al ser combinado con la aspiracién de
bacterias Gram negativas, produce la muerte
de mas de 80 % de los animales a los 5 dias.
Esto constituye un excelente modelo con el cual
podemos probar nuestras hipoétesis y examinar
la factibilidad de la utilizacion terapia genética
como herramienta terapéutica.

Una de las primeras proteinas que sondeamos
fue la bomba sodio-potasio-ATPasa para
el tratamiento del edema producido por la
permeabilidad capilar producida en lesiones
agudas del pulmén. En efecto la transmision
genética de las subunidades de la bomba
mejoraron el movimiento de agua y sal hacia
afuera del pulmén disminuyendo a su vez al
severidad de la respuesta inflamatoria (Figura
10) (37.,38). En la buisqueda de otros genes
candidatos una reporte por Rautanen y col.
en 2015 encontraron que el alelo C/T de la
proteina FER (Feline-sarcoma related to fes/
fps) era protectora con una reduccién de la
mortalidad de 44 % en pacientes con neumonia
y septicemia (39). Seguidamente, procedimos
arealizar la transferencia por electroporacion de
este gen en el modelo experimental combinado
de contusion pulmonar con neumonia producida
por Klebsiella sp., obteniendo resultados
espectaculares de mas de 80 % de sobrevida
comparado con menos de 20 % en los controles.
Encontramos que FER modula la respuesta
inflamatoria, erradicando en forma efectiva la
infeccién bacterianay acelerando larecuperacion
pulmonar (Figura 11) (40,41).

Consideraciones futuras

El uso indiscriminado de antibidticos ha
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5 hr following LC
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Figura 9. Modelo Experimental de Trauma Toracico
y Contusién Pulmonar. A. Un pistén disparado a una
velocidad de 5,62 m/s contra el costado derecho crea una
lesién de contusién pulmonar similar a los encontrados en
humanos. B. Micro-tomografias computadas de pulmén
mostrando la evoluciéon de las lesiones de contusién
pulmonar. Dicha evolucién es muy similar a la encontrada
en humanos con la misma condicién traumatica.
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Figura 10. Electroporaciéon de la bomba Sodio-Potasio-
ATPasa en modelo experimental de contusién pulmonar.
A pesar del dafio producido por la contusién pulmonar,
se muestra con éxito la transferencia genética al pulmén
utilizando electroporacién. A. Pulmén con transferencia
de un vector vacio. B. Transferencia con la subunidad beta
de la bomba marcada con proteina verde fluorescente. C.
Histologia de un pulmén normal D. Histologia del area
de contusion pulmonar a las 24 hr. E. Histologia del area
de contusion pulmonar a las 24 hr sujeta a electroporaciéon
de un vector vacio. F. Histologia del drea de contusién
pulmonar alas 24 hr sujeta a la electroporaciéon de labomba
Sodio-Potasio-ATPasa.

sido sefialado como la causa de la aparicién de
organismos bacterianos de resistencia multiple de
letal virulencia,en especial en pacientes admitidos
a la terapia intensiva. Compuestos alternativos
a antibidticos como la colistina , pero a ellos
también se les han reportado casos de resistencia
por Escherchiacoli y Klebsiella pneumonia en
distintos paises. A este ritmo agotaremos todas
las posibilidades efectivas de tratamiento (42-46).

A pesar de este panorama desalentador,
encontramos que la terapia genética pulmonar
ademas de ofrecer restaurar los procesos
fisiol6gicos pulmonares mediante la

11
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Figura 11. Electroporacion del gen FER. A. Hemocultivos
derivados de animales sujetos a contusién pulmonar y
neumonia con Klebsiella mostrando el control de infeccién
por parte del gen FER luego de su transferencia utilizando la
electroporacion. B. Curvas de supervivencia mostrando la
efectividad del tratamiento de FER luego de la transmision
genética.

sobreexpresion de proteinas, puede modular y
potenciar el sistema inmune propio del huésped
para luchar contra las infecciones, algo que la
evolucion ha demostrado ser mas efectiva que
todos los antibidticos combinados.

Queda por resolver entonces las preguntas de
ambito biotecnolégico como la creacién de un
instrumento broncoscépico que pueda trasladar
este método a su aplicacion clinica en unidades
de terapia intensiva (Figura 12). Esto requiere
de la colaboraciéon de expertos de distintas
ramas cientificas (Medicina, Cirugia, Biologia
e Ingenieria Eléctrica-Industrial-Biomédica) con
el fin de evitar los errores del pasado.

Igualmente debemos promover cautela y
paciencia con el uso paulatino de estos métodos,
y que ademads las ediciones intencionales del
genoma humano, deben realizarse con los mas
estrictos criterios éticos, ya que al facilitarse la
edicion genética hemos hecho real, el peligro de
poder producir eugenesia o “pureza genética”,

12
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Figura 12. A. Vista de un paciente en la unidad de Terapia
Intensiva y Quemados con infeccién con Pseudomonas
sp. con resistencia a miltiples antibidticos de ultima
generacion. B. Esquema de posible aplicacién terapéutica
de terapia genética electroporativa en el pulmoén.

un cuerpo tedrico atroz producido por cientificos
nazis durante la Segunda Guerra Mundial. Jesse
Gelsingery demas pacientes que sufrieron durante
el desarrollo apresurado de la terapia lo exigen
y la humanidad lo requiere, ya que de no ser asi
dejaremos de ser... seres humanos.
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