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Resumen:

Posterior al descubrimiento del genoma humano, los estudios se ven enfocados en investigar no solo
la patogénesis de las enfermedades, sino que van més alld buscando caracterizar las bases moleculares y
aberraciones genéticas de las mismas, con el fin de tratar no solo la consecuencia de la patologia sino su causa. Es
asfcomo surge la terapia génica, siendo una herramienta terapéutica en la cual se manipulay transfiere informacién
genética de las células de un individuo; ya sea para introducir una nueva funcién, restablecer una funcién celular
que estaba abolida o defectuosa, o interferir con una funcién ya existente. Esta terapia inicialmente fue concebida
para tratar enfermedades con alteraciones monogenéticas, pero en la actualidad sus buenos resultados dan
pie para realizar investigaciones en diversos campos clinicos e inmunoldgicos, en procesos degenerativos
neurolégicos, enfermedades cardiovasculares y metabdlicas; otras aplicaciones de la terapia génica se basan
en combatir multiples procesos neopléasicos y enfermedades causadas por virus, como el Sida. En el campo de
la dermatologia, se considera imperativo el hecho de buscar soluciones en aquellas patologias con tratamientos
paliativos o cuyos esquemas terapéuticos convencionales no son efectivos, afectando severamente la calidad de
vida del paciente, como son los melanomas metastasicos y epidermolisis ampollar entre otras.

Palabras clave: terapia génica- enfermedades genéticas- cancer- transferencia génica.

Abstract:

After the discovery of the human genoma, studies have been focused on the investigation not only of the
pathogenesis of diseases, but go further into trying to characterize their molecular basis and genetic abnormalities,
with the purpose of treating not only the consequences of the pathologies, but also their cause. It is thus that
genetic therapy was originated, being a therapeutic tool where the genetic information of the cells of an individual
is manipulated and transferred, either for introducing a new function, re-establishing a cell function which was
abolished or defective, or interfere with an already existing function. This therapy was initially conceived for treating
diseases with monogenetic alterations, but at present its good results have given rise to investigations in various
clinical and immunological fields, in neurological degenerative processes, and in cardiovascular and metabolic
diseases; other applications of genetic therapy are based on fighting against multiple neoplastic processes and
diseases caused by virus, such as AIDS. In the field of dermatology, it has been considered imperative to search
for answers for those pathologies with palliative treatments, or where conventional therapeutic schemes are
not effective, since they severely compromise the patient’s quality of life, such as in metastatic melanomas and
epidermolysis bullosa, among others.
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producen niveles locales sostenidos de proteina, mientras
que los niveles sistémicos de IFN-y siguen siendo bajos.
En estudios fase | / ll, En estos ensayos, se observo una
mejoria solo en los pacientes CL y los linfomas con células
gigantes, que desarrollan el marcador CD30+, mientras que
los pacientes con el sindrome de Sezary, no se observaron
recuperaciones. Los autores sugieren que los pacientes
tratados en las etapas mas tempranas de la enfermedad,

son los que mejor se benefician de este tipo de tratamiento.
(45,46)

Algunos autores plantean que tanto la expresion del
transgen y el vector adenoviral por si misma contribuyen a
la regresion de lesiones de la piel y los perfiles de expresion
génica obtenidos de las lesiones cutdneas de pacientes
antes y después del tratamiento con TG-1042 han revelado
una firma genética distinta con niveles importantes
de IFN-y y numerosos genes inducibles. IFN-y muy
probablemente promueve la inmunogenicidad del tumor y
exhiben profundas efectos antitumorales, actuando sobre
las células inmunes. Esta terapia de regresién inducida
en los pacientes con LCCT y CBCL es una buen estrategia
terapéutica, y en el curso de ensayos futuros se esperan
gue proporcionen nuevos datos acerca de experimentacién
dirigida piel y mejoras en los mismos. (394548

TERAPIA GENICA Y PSORIASIS

El rasgo mas caracteristico de la psoriasis es
la hiperproliferacion vy diferenciaciéon alterada de la
epidermis. Ademas de demostrar complejas alteraciones
inmunoldgicas, bioquimicas, vasculares y neuroldgicas,
tiene existe una intensa respuesta inmune mediada por
células T y una produccion elevada de factor de necrosis
tumoral (TNF). Es por esta razén que que el tratamiento
dirigido a esos mediadores inflamatorios, conduce a la
la remision casi completa de la enfermedad. Recientes
estudios han asociado a diferentes variantes genéticas
(Loci) con funciones o expresiones diferentes de elementos
claves enlarespuestainmune, tales como los que participan
en la defensa, presentacion antigénica o con el desarrollo
de patologfa.“’#¢4% Diferentes autores han identificado
genes con arreglos genéticos complejos en piel lesional de
psoriasis, encontrandose:

* (Genes muy sobreregulados;incluye SERPINB4, PI3,

DEFB4, y varios miembros de la familia S100.

* Genes muy bajo regulados; incluye factor de inhibicion

1 Wnt (WIF1), beta celulina (BTC) y CCL27.

Los genes sobreregulados, fueron de respuesta de
defensa y de diferenciacion de queratinocitos. Los genes
bajo regulados, participan en el metabolismo y regulacion
de los acidos grasos. (50.51:52.53.54)

Un interesante estudio francés realizado entre 1996-
2001 en grupos familiares afectados por psoriasis
(126 familias) demostré la presencia de un locus de
susceptibilidad dentro de la regién HLA, especificamente

en el area del cromosoma 621 y 20p13. Este marcador,
fue el primer gen asociado con susceptibilidad a la
psoriasis. El gen ADAMS3, es el gen de susceptibilidad
mas estudiado recientemente. Este gen codifica una
proteina metaloproteasa, las cuales también se encuentran
asociadas en los procesos de angiogénesis. Este gen se
ha asociado también con el asma y la dermatitis atépica, lo
gue confirma que enfermedades del sistema inmunolégico
son controladas por genes de susceptibilidad comunes,
con efectos generales sobre la inflamacién cutdnea y la
inmunidad. ®°

Se ha sugerido que algunos de los polimorfismos
ADAMB33 puede afectar la eficiencia de empalme o el
volumen de ARNm. Es biolégicamente plausible que
ADAMB33 sea relevante para el desarrollo de la psoriasis, ya
gue pueden estar implicados en la respuesta inflamatoria
0 en la interaccion célula-célula y célula-matriz que son

esenciales para el desarrollo y mantenimiento de un tejido.
(53)

TERAPIA GENICA Y ACNE

Se ha reportado que la deficiencia del factor
de transcripcién Fox01, el cual suprime el receptor
androgénico y otros receptores claves en la genética de
la proliferacion celular y biosintesis de lipidos y citocinas.
%6 | a biosintesis de lipidos y citocinas. Elevados factores
de crecimiento durante la pubertad y la persistencia de
factores de crecimiento debido a las senales para estimular
la exportacion de Fox O1 fuera del nucleo al citoplasma,
por la activacién de la fosfocidil inositol-3 quinasa (PI3K)
/ Akt via, hacen que en el sistema se desencadene e
inducen la reduccion de los Fox01, llevando a un aumento
de andrégenos, mediados por activacion del receptor
y transduccién de sefales, aumento de la proliferacién
celularandrégeno-dependiente, induccion de la lipogénesis
sebaceas y regulacion aumentada de Toll-likereceptor-
2-dependientes de citocinas inflamatorias. ©657%) Estas
percepciones podrian mejorar nuestra comprension de
la accién retinoides en dermatologia y podran establecer
nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento del
acné y otros trastornos hiper-proliferativas de la piel.®”)

LIMITACIONES DE LA TERAPIA GENICA

e El producto génico puede expresarse en niveles
subterapéuticos, a menudo inferiores al 1% de la
cantidad normal. En parte, ello se debe a que tan
solo algunas células diana incorporan con éxito al gen
normal. Ademas, la insercion aleatoria del retrovirus en
el genoma del huésped puede afectar la regulacion del
gen. La trascripciéon cesa a menudo al cabo de algunas
semanas o meses. %9

* Dificultades para alcanzar el tejido diana: por ejemplo,
a menudo es dificil alcanzar las neuronas afectadas
responsables de enfermedades del sistema nervioso
central 9
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* Potencial de oncogénesis. Puesto que los retrovirus se
integran al azaren el DNA del huésped, podrialocalizarse
junto a un protooncogen, activarlo y ocasionar asf una
formacion tumoral. Para minimizar esta posibilidad se
alteran los promotores retrovirales; hasta ahora no se
han descrito otros casos directamente atribuibles a la
insercion de retrovirus.

* Necesidad de una regulacion precisa de la actividad del
gen. La regulacion precisa de la actividad del gen no
es necesaria en algunas enfermedades, como ejemplo
una expresién 50 veces superior de la adenosina
desaminasa, sin  embargo, es fundamental para
enfermedades como la talasemia, en la que el niUmero
de cadenas de alfaglobina y betaglobina debe ser muy
equilibrado. Es dificil alcanzar una precisién utilizando la
terapia génica retroviral.

* Los retrovirus solo infectaran las células en divisién
activa. Esta propiedad de los virus impide su utilizacién
en células que no se dividen o de division lenta ( ejemplo,
las neuronas). (59:6061

Uno de los principales problemas de la técnica que
resta por superar, es el del perfeccionamiento de los
métodos de distribucién de los genes terapéuticos a las
células. Habria que determinar también cuanto puede
tolerar la célula que se le aumente su cantidad de ADN
(el cual se va incrementando cuando se introducen los
nuevos genes) para que, a pesar de este aumento, pueda
seguir funcionando normalmente. Otro problema que se
ha detectado es que muchas veces los genes introducidos
funcionan pobremente o se eliminan después de un tiempo.
Esto se ha relacionado con la respuesta inmunolégica que
desencadenan los vectores virales que haria que el sistema
inmune eliminara las células que éstos han “infectado” con
el gen normal.

Un aspecto importante sobre el cual son muy estrictos
los organismos responsables de dar las autorizaciones
para los estudios clinicos es el de garantizar la inocuidad
de los virus utilizados, tomando en cuenta que provienen
muchas veces de virus patégenos. La busqueda de mejores
metodos para garantizar esta inocuidad es objeto de activa
investigacion. Otra dificultad que también se ha planteado
son los costos de los protocolos clinicos, pues hasta ahora
éstos son demasiado elevados para emplearlos como
procedimientos de rutina- 560

CONSIDERACIONES ETICAS Y TERAPIA GENICA

1. La TG so6lo deberia ser aplicada para tratar pacientes
con determinadas enfermedades genéticas raras y no
como instrumento de un programa social eugenésico
que tratara de mejorar el acervo génico humano.

2. La TG soélo se deberia intentar cuando no hay otras
alternativas terapéuticas o cuando, habiéndolas,
suponen un mayor riesgo O Uuna menor accion
beneficiosa.

3. Laaplicaciéndela TG aunaenfermedad humana deberia

requerir la evidencia de que es segura, beneficiosa,
técnicamente posible y éticamente aceptable.

La TG de células somaticas para el tratamiento de
enfermedades graves puede considerarse ética porque
puede ser apoyada por los principios fundamentales de
autonomia, beneficencia y justicia.

El tratamiento de células sométicas por medio de la
TG no presenta problemas éticos diferentes a los de
cualquier otro tipo de terapia experimental tales como la
utilizacién de nuevos farmacos o de técnicas quirdrgicas
novedosas.

La intencién de la TG es corregir defectos genéticos
desde un punto de vista terapéutico.©06"

Conclusiones

La expresién del transgén es fundamental para que una
estrategia de terapia génica sea eficaz, particularmente
en las destinadas a la correccion de alteraciones
monogénicas heredadas.

En la practica se considera que el nivel de expresion de
los genes transducidos a células somaticas desaparece
en un breve periodo de tiempo o se mantiene de forma
inconstante; esto podria ser debido a que existen
mecanismos celulares que impiden una adecuada
expresion de los genes o bien porque los promotores
utilizados no son los adecuados y fallan, ademéas vemos
gue los datos disponibles de experimentos preclinicos
con respecto a métodos de estudio de la expresion de
los transgenes son escasos y no concluyentes. Otra de
las grandes barreras en el desarrollo clinico de la terapia
génica es la capacidad de llevar el transgén a la célula
diana, sobre todo para el tratamiento de enfermedades
neoplasicas.

. En la mayoria de los casos, los vectores disponibles

tienen la capacidad de transducir tan soélo una
pequefa minoria de células cuando se administran
intratumoralmente y no son efectivos en llegar a las
células tumorales tras la administracion sistémica; esta
limitacién puede ser parcialmente superada por agentes
gue induzcan un fuerte efecto de vecindad, como la
activacion de profarmacos o la inmunoterapia génica.
En la actualidad se sigue realizando un enorme trabajo
para mejorar la capacidad de los vectores y de esta
manera transducir células de forma segura y especifica
para aumentar la capacidad de regulacién de la
expresion del transgén por los promotores y asi mejorar
el conocimiento de las condiciones mas adecuadas
para la transferencia génica.

Los resultados de la terapia génica deben tener
beneficios que pesen mas que los riesgos y deben
ofrecer ventajas sobre los tratamientos convencionales,
s6lo asi podra ser aceptada en la practica médica
general.
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Introduccion

El hombre en su afén por aliviar las enfermedades
y patologias que aquejan la humanidad, busca diversas
formas de combatir las mismas. Es asi como surge la terapia
génica, como un método de acercamiento al tratamiento
de las enfermedades humanas basado en la transferencia
de material genético a las células de un individuo, con la
finalidad de restablecer una funcién celular que estaba
abolida o defectuosa, para introducir una nueva funcién
o bien interferir con una funcion existente.” La Unica
modalidad de terapia génica en desarrollo es la dirigida a
células somaticas, no germinales, lo que asegura que la
transferencia sélo afecte al individuo en tratamiento y no
a su descendencia. Las distintas estrategias de la terapia
génica se basan en la combinacién de tres elementos
claves, a saber: el material genético a transferir, el método
de transferencia y el tipo celular que incorporara dicho
material genético.!23

Inicios de terapia génica

Desde el descubrimiento de las enzimas de restriccién
en el ano 1970 por Arber y Hamilton se sentaron las bases
para transferir genes entre diferentes células u organismos,
inclusive pertenecientes a diferentes especies. En 1978 se
realizé la primera hormona recombinante insertando el gen
delainsulinaen E. coli., de alli en adelante se afianzaron los
conocimientos necesarios para transferir genes a células
humanas con el fin de alterar el fenotipo patoldgico y
generar una nueva forma terapéutica.?®

Para la década de los 90 y tras descifrar el genoma
humano, se obtienen aportes importantes en muchas
enfermedades. Uno de los logros fundamentales ha sido la
identificacion de las numerosas mutaciones que causan las
enfermedades hereditarias, haciendo posible un preciso
diagnostico de las mismas. El proyecto genoma esta dando
lugar a un mayor entendimiento tanto de los defectos
causados por un solo gen, como de las enfermedades
multifactoriales, tales como céancer y diabetes.®*

Dentro de la estructura del ADN,se encuentran las
aberraciones, alteraciones, mutaciones o translocaciones
de bases moleculares que conllevan a la sintesis de un
proteina defectuosa, ausencia de enzimas o alteraciones
cromosémicas, es alli donde puede intervenir la terapia
génica, detectando la anomalia y realizandose correcciones

al reincorporar el gen terapéutico para ejercer su funcion
de manera adecuada.“® Fue utilizada por primera vez
con intencién terapéutica en un paciente que padecia
una inmunodeficiencia severa por un déficit de adenosin
deaminasa (ADA). El error genético de sus linfocitos se
corrigié ex vivo por transferencia génica y estos linfocitos ya
corregidos se re-infundieron.®® A partir de este momento
la terapia génica presentd un enorme desarrollo durante la
década de los 90 con més de 400 ensayos clinicos en todo
el mundo. 2

Inicios de ensayos clinicos en piel:

Existen caracteristicas particulares que hacen de la
epidermis un sistema idéneo en terapia génica: es el
mas accesible de todos los tejidos somaticos lo que
facilita tanto su manipulacién como la observacion del
resultado; se conoce bien la biologia molecular y celular
de los queratinocitos y pueden cultivarse “in vitro”. Hay
experiencia hospitalaria en el trasplante de piel humana,
siendo ésta operacién relativamente poco gravosa para
el paciente. Se pueden cultivar las células madre en las
cuales una alteracion genética Un ejemplo de este tipo
de transplante, podria ser con células madres cultivadas
y modificadas genéticamente, por la introducciéon de un
gen exdgeno que tiene la funcién que se desea cambiar.
Los queratinocitos genéticamente alterados son capaces
de secretar el producto del gen exdgeno en el torrente
sanguineo, ademas, los trasplantes son fécilmente
removibles en caso de complicaciones. &9

Existen muchos ejemplos de potenciales aplicaciones
de terapia génica a través de queratinocitos epidérmicos,
tal como enfermedades hereditarias de la piel. Los
queratinocitos portan versiones corregidas de los genes
cuyas mutaciones dan lugar a la enfermedad, tal como:
ictiosis lamelar (déficit en el gen de la transglutaminasa-1),
epidermolisis ampollar, bien intraepidérmica, distrofica o
de unién (déficit de los genes de citoqueratinas, colagenos,
laminina, componentes hemidesmosémicos), xeroderma
pigmentoso (déficit de los genes de reparacion del ADN). 7

Los primeros ensayos de terapia génica en la piel fueron
realizados en 1987 cuando se transfirieron queratinocitos
en cultivo, “ex vivo”, con un retrovirus portador del gen
de la hormona del crecimiento humano (hGH) e incapaz
de replicarse en la célula diana. La determinacién de hGH
en el medio de cultivo de los queratinocitos modificados,
demostré que la hormona se sintetizaba y se secretaba
activamente. Al trasplantar laminas de queratinocitos
productores de hGH en ratones inmunodeficientes no se
detecté hGH en sangre, pero quedd demostrado que las
células epidérmicas pueden secretar proteinas como las
gldndulas endocrinas. Actualmente se ha conseguido
mantener la expresion de distintos genes durante al menos
40 semanas. Estos resultados, aunque todavia en fase de
experimentacion en modelos animales, abre las puertas
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para una nueva alternativa terapéutica de reposicion de proteinas ausentes
o no funcionales debido a alteraciones en sus genes correspondientes. Asi,
un “parche” de queratinocitos productores-exportadores de cantidades
adecuadas de una proteina, por ejemplo el factor IX en hemofilicos,
reemplazaria a los engorrosos tratamientos. 7:8:9.10

Patologia Molecular:

La patologia molecular puede expresarse por deficiencia parcial o total
de una proteina anémala con pérdida o alteracion de su funcién o exceso de
proteina normal, todo esto conlleva a enfermedad. 1°11213) Figura 1.

~. [ Eemenis Requiadorms de ta Tansaposn ER
1,,_1111|T|1L N LS
GEN
,,,.a—-— - mﬁm‘

. Deficiencia parcial o total de
prufllnu < Patologia

GEM Proteina andmala con pérdida o
'*u!‘rlrw:mn de funcién < Patologia
Enprazién nemmeal
— == . e
RNA Exceso de proteina al ¥ Patologia

Figura 1. Representa esquematicamente como gen andmalo, puede expresar las diferentes
patologias en las sintesis de una protema
Tomado de www.bq.ub.es/cursos/.../terapiag g

foix-2009.pdf

Terapia génica:

" Es una técnica terapéutica mediante la cual se inserta un gen funcional
en las células de un paciente humano para corregir un defecto genético o para
dotar a las células de una nueva funcién”. (Wolf y Lederberg, 1994).(213.14.18)

Concretamente el término terapia génica unifica los principios de la
farmacologia con los de la genética, pues implica tacitamente la utilizacion
de &cidos nucleicos como agentes farmacoldgicos para el tratamiento de
estados patolégicos; con ello se persigue modificar el genoma de las células
somaticas, transfiriendo copias normales de genes para que produzcan
cantidades adecuadas de material génico normal, cuya accién corregiria la
enfermedad genética. 112

Todo organismo, aun el mas simple, contiene una enorme cantidad de
informacién almacenada en el ADN, que a su vez esta dividido en una gran
cantidad de genes (la cantidad varia de acuerdo a la especie). Los genes
controlan todos los aspectos de la vida, incluyendo el metabolismo, la forma,
el desarrollo y la reproduccién. Por ejemplo, la sintesis de una proteina X
hara que el individuo manifieste el rasgo para “pelo negro”, mientras que

una proteina Y determinard el “pelo
castano."?

_(COMO SE REALIZA LA TERAPIA
GENICA? A través de dos categorias
diferentes:

1.-Terapia células germinales: el cambio
genético efectuado es heredable al
afectar células reproductivas, se
realiza en células germinales como
el ovulo, espermatozoide, el zigoto
o primeras divisiones celulares.
Este mecanismo inspird la pelicula
my sister keeper. 1314

2.-Terapiacélulas sométicas: serealizan
cambios genéticos no heredables,
en cualquier célula somatica (no
germinal) del cuerpo. (1314

Puede ser realizada por:

* Blogueantes de genes: cuando
la afeccion génica se produce
por la ganancia de funcién o por
mutaciones negativas dominantes.
Aplicaciones:
herencias dominantes.

* Sustitucion de genes: Si el defecto
enungen produce unafuncionde su
producto inadecuada o aberrante,
entonces la sustitucién de este con
una copia funcional debe curar o
revertir el problema. Aplicaciones:
enfermedades recesivas.

Normas y requisitos para recibir
terapia génica:

- El gen debe estar aislado y debe
estardisponible paralatransferencia
clonacién.

- Debe haber un medio efectivo para
la transferencia del gen.

- Por el momento, muchos ensayos
utilizan vectores retroviricos,
adenoviricos o técnicas fisicas vy
guimicas.

- El tejido diana debe ser accesible
para la transferencia genética.

- No debe haber ninguna forma de
terapia efectiva disponibles.

- La terapia génica no debe dafar al
paciente. (1314

Células Diana: ésta debe ser:

Dermatol Venez * Vol.49 « N° 1-N° 2« 2011



accesible, de larga duracién vy proliferable. Ejemplos:

fibroblastos, células endoteliales, hepatocitos, linfocitos.

Existen dos vias para suministrar los genes a las células

dianas:

a) Terapia Génica ex vivo: en la cual se extraen células al
paciente para la introduccién de los genes terapéuticos,
pudiendo utilizar para ello vectores virales o no virales y
el posterior trasplante autélogo de las células corregidas
genéticamente. Es la mas utilizada.

b) Terapia Génica in vivo: Se refiere al suministro directo
del gen terapéutico a las células somaticas diana (ej.
Infusién intravenosa, inyeccién estereostatica) sin
la necesidad de extraer y cultivar las células para la
insercion génica.® (Figura 2).

Figura 2.Esquema terapia génica, ex vivo, in vivo. Tomado de miltonpinedo.
blogspot.com/2009_06_01_archive.html. Resume de los pasos necesarios
para realizar la terapia génica: 1:aislamiento del gen que interesa.
2:Secuencia del gen. 3:Clonaje del gen.4:Persistencia y/o amplificacion del
gen dado en las células escogidas.5: Trasplante e implantacion y/o inyeccion
de las células con el gen clonado.6:Persistencia y/o multiplicacion de las
células en el ser vivo.7:Liberacion de la proteina deficitaria y correccion del
defecto genético.

Introduccion del Transgen

* También denominado construccion genética. La
Transfecciéon: es un proceso mediante el cual
una molécula de interés es introducida en células
eucarioticas mediante métodos fisicos, quimicos o
mecéanicos o a través de vectores. "8 (Figura 3)

Terapia génica en células somaticas bloqueando
genes:

Terapia con ribozimas:
Los ribozimas son ARN con actividad enzimética.
Catalizan sustratos de ARN llevando a cabo la rotura y

N\

Cromosoma ADN Gon

Célula

(_‘,E""_ o e ADN
. Servhe EREE ADH modificato
! . Bl DRE g 2 BT
. = Transgen

Figura 3. Formacion de un transgen.
Tomado de http://www.iesmariazambrano.org/Departamentos/flash-
educativos/transgenicos.swf

ligacién de las cadenas en sitios especificos. Diferentes
centros cataliticos de ribozima han sido incorporados en
ARNs antisentido, de tal forma que le dan la capacidad
de aparearse con un ARN diana, que son sustratos para
dichos centros cortandolos en sitios especificos. La
actividad del centro catalitico del ribozima da el corte y
destruccion del ARN diana. Aparejando el ribozima con el
sustrato necesitarfa poco tiempo para cortar el ADN diana,
inactivdndolo funcionalmente. Una vez que la diana ha sido
cortada, el ribozima puede disociarse de los productos
cortados y repetir el ciclo de unién, rotura y disociacion.
La habilidad de los ribozimas para cortar dianas y después
reciclarlas proporciona una ventaja sobre los ARN
antisentido estandar; asf actla este quiométricamente y no
destruye la funcion del ARN diana. #1418 Se esquematiza en
la siguiente figura. (Figura 4)

DM A (analoso
del sustrato)

3
(57
KNA
(parte

catalitica)

riboziman

Figura 4. Sitio de corte. Terapia ribozimas.
Tomado de http://biomodel.uah.es/model1/rna/ribozim.htm
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Los ribozimas pueden ser producidos quimica,
bioguimicamente o  biolégicamente, y  algunas
caracteristicas de los oligodesoxinucleétidos antisentido
tales como modificaciones quimicas en la cadena o, en
las uniones entre nucledtidos, pueden ser incorporadas
dentro de la molécula del ribozima sintético, anadiendo asi
estabilidad a la molécula. La especificidad de apareamiento
de bases, puede ser usada para dirigir los ribozimas a sus
dianas. Asi se puede bloquear la sintesis de la proteina a
nivel delatranscripcion, traduccién, o causando destruccion
de ARNm. (1516)

Terapia Antisentido:

El término antisentido se aplica a secuencias cortas
de ADN o de ARN (oligonucleétidos) disefadas para ser
complementarias de secuencias génicas especificas, con
el fin de interferir el flujo de informacion genética. 131419
Este oligonucleétido puede adherirse por hibridizacién
al ADN de doble hebra localizado en el nucleo, creando
secuencias en triple hélice que bloguean la transcripcion
del gen correspondiente; puede unirse con el ARNm a
través de puentes de hidrégeno por complementariedad
de las bases correspondientes creando un ARN de doble
hélice no funcional o puede unirse a la proteina ya formada
blogueando su actividad. "®'7 (Figura b).

3
5-W VAVAN
3" siARN Oligonucledtido
antissentido

+ CTTOFLASMA,

et de ARMm trachucidncioss § proteing
par ¢l nkosoma

s TATAN
L m Ddiganuledtia
AN aniientida
RIS

N AN PNALY"
NN AN AN A N

Corte el AR dliana Inkitacaon de L iraduccson
miediacky por L inberferencia de ARN mechacds pos o oligo antisentido
TG [inan i Eoine ol AN, s L acthaciie de L ARNaAa H

Figura 5. Terapia antisentido. Transfeccion en las células de pequeinos ARN
interferentes siARN o de oligonucledtidos antisentido y su mecanismo de actuacion.
Tomado de flagellum.files.wordpress.com/2009/06/farmaco.

Esta estrategia ha sido la base para el desarrollo de dos
farmacos ya aprobados por la FDA, a saber: Vitravene (ISIS)
que inhibe la replicacién del citomegalovirus CMV, causante
de retinitis en SIDA y causante de ceguera; aprobado
en 1998, se administra por inyeccién intravitrea. El otro
producto es Macugen® (pegabtanib), un oligonucleétido
aptamero disefado para tratar la degeneracidon macular.
Es un oligonucleétido pegilado (unido quimicamente al
polietilenglicol) que se une e inhibe el VEGF (vascular
endothelium growth factor), tiene efectos angiogénicos
y antinflamatorios que contribuyen a la patologia. Se
administra por inyeccién intravitrea. Fue desarrollado por
Eyetech Pharmaceuticals, Inc, y Pfizer lo comercializa
desde diciembre 2004.

Terapia génica en células somaticas con sustitucion
de genes: se realiza a través de medios fisicos quimicos y
mecanicos:

- Coprecipitacion confosfato de calcio: el fosfato célcico
es un producto quimico que perturba la membrana
celular permitiendo que el ADN cargado negativamente
supere la repulsién natural de la membrana celular
cargada negativamente. Se realiza en cultivos celulares
por lo cual la técnica es ex vivo. No es una técnica que
provoque toxicidad en las células, pero la expresién del
transgén por este metodo es muy pequena. 1518

- Microinyeccion: consiste en inyectar el ADN en
células independientes directamente en el nucleo,
evitando la degradacion citopldsmica y lisosomal. Se
realiza mediante un micromanipulador y las células que
sobreviven presentan una alta eficacia de expresion.
Esta técnica tiene la desventaja de que es muy laboriosa
y de que no todas las células resisten esta manipulacion.
Se realiza con microscopio invertido que permite la
visualizacion. Este sistema se suele utilizar “ex vivo”.
(15,16,17)

- Electroporacion: consiste en el sometimiento de
células a pulsos eléctricos cortos de alto voltaje, los
cuales producen la apertura temporal de poros en la
membrana celular a través de los cuales el ADN exégeno
puede pasar. Tiene la desventaja de que algunas células
no resisten el shock eléctrico.!"®16.17)

- Biobalistica o proyectil: Consiste en el bombardeo de
los tejidos con particulas de oro tungsteno que llevan
adheridas a ellas el ADN. El bombardeo se realiza
mediante una descarga con helio como si fuera una
pistola,de alli el nombre de la técnica. La capacidad de
penetracién es limitada usandose en lineas celulares
especificas como epidermis, musculo e higado. Su
expresion es transitoria y en la zona de descarga
se produce una muerte celular. Esta técnica puede
realizarse “ex vivo” (en el caso de células animales) e “in
vivo” (en el caso de células vegetales). 11617)

10
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Terapia génica en células somaticas, con sustitucion

de genes a través de vectores no virales:

Se recurre a algun vector que facilite el proceso de

transferencia del gen y permita la entrada y localizacién
intracelular del mismo para que sea funcionante. La gran
diversidad de situaciones en las que podria aplicarse la
terapia génica hace imposible la existencia de un solo tipo
de vector. Sin embargo, pueden definirse las caracteristicas
para un “vectorideal” las siguientes situaciones concretas:

Reproducible.

Estable.

Que permita la insercion de material genético sin limite
de tamano.

Que permita la transduccién tanto en células en divisién
como quiescente.

Que permita la integracion especifica del gen.

Que actle sobre células especificas.

Que la expresién del gen terapéutico pueda ser
regulada.

Que carezca de elementos que induzcan una respuesta
inmune.

Que pueda ser caracterizado completamente.

Inocuo. Que minimice sus posibles efectos secundarios.
Facil de producir y almacenar.

Costos razonables. 1516171819

Sistemas no virales:

Liposomas: Son vesiculas
compuestas de una bicapa lipidica
gue rodea a un volumen acuoso.

b)

grado de toxicidad celular y pueden ser inhibidos por
componentes séricos. 19

Pladsmidos y vectores conjugados: La manera mas
simple de realizar terapia génica es la inyeccion de
ADN en un vector de expresién en la circulacién y dejar
gue este alcance el sitio especifico de la patologia vy
se exprese establemente, es conocido como ADN
desnudo. Consiste en la introduccién del ADN en
una solucién salina o sérica, normalmente mediante
inyeccién intramuscular, para conseguir la expresién
del transgén. Se ha observado actualmente expresion
en timo, piel, musculo cardiaco y musculo esquelético.
No se conoce el mecanismo por el que llega a entrar a
la célula aunque se postula que es a través del complejo
del poro nuclear. 518

Cromosoma artificial: son vectores de transferencia
de genes que se comportan y se construyen como los
cromosomas humanos normales. Se replican, segregan
de manera estable y usan los componentes funcionales
de la célula humana, evitando asi los problemas de
integracion en el genoma del huésped, por tanto,
pueden introducirse en otras células humanas sin
problema. Resultan muy Utiles para estudiar la expresion
y entender la funciéon de los cromosomas, ya que
ofrecen la posibilidad de expresar grandes fragmentos
de ADN humano en otros modelos animales, aun en
fase experimental. 88 Figura 6.

Son capaces de hacer entrar
DNA en la célula. 3% Han sido
utilizados desde 1960 con el
objetivo de suministrar drogas “in
vivo”, su seguridad en humanos
esta avalada por muchos ensayos
clinicos. Sus ventajas son la
ausencia de limites en el tamafo
del ADN que puede admitir y ser
transferido y su incapacidad para
recombinarse o integrarse en
el genoma celular asi como no
inducir respuesta inmune. Existen
dos tipos: catidénicos y anibnicos.
Los primeros se encuentran
cargados positivamente por lo

que interaccionan con la carga =3

negativa del ADN. Las ventajas
de los liposomas es que protegen
de la degradacién al transgén
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hasta su llegada al nucleo.
Como desventaja presentan la
baja eficacia de transfeccion,

una expresion transitoria, cierto

Figura 6. Vectores no virales.

Tomado de http://www.aragonesasi.com/boreas/articulos/terapiagenical.htm
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Los sistemas virales:

Es uno de los vectores mas utilizados, puesto que
conllevan a un mayor éxito de transfeccién. En todos los
casos lo que se busca es eliminar el mayor nimero de
genes y secuencias del virus para que pueda captar el DNA
exdgeno. Los vectores virales pueden ser utilizados tanto
“in vivo” como “ex vivo". Existen cuatro tipos de virus que
estan siendo utilizados actualmente en ensayos clinicos,
ellos son: retrovirus, adenovirus, los virus adenoasociados
y el virus herpes simple. (202122

TERAPIA GENICA Y ENFERMEDADES NEOPLASICAS

Mas del 65% de los protocolos de terapia génica
humana han sido aprobados en el campo oncolégico.
(1819.200 Tras un gran estudio de todos estos procesos se
admite que el cadncer no es consecuencia de un solo evento
sino el resultado de una cadena de alteraciones genéticas
que varian de acuerdo con el tipo y estado del céncer.
Probablemente lo més dificil de llevar a cabo, es dar con
las alteraciones genéticas claves de las células malignas
y corregirlas,®™ un ejemplo es el gen supresor tumoral
pb3, que estd inactivado en muchos tumores y como
consecuencia de esto se activa el crecimiento tumoral y
aumenta la resistencia a la quimioterapia y la radioterapia.
Tedricamente, si se transfiere la forma no mutada del gen
pb3 a las células tumorales que lo tienen inactivado se
deberia inhibir su crecimiento y aumentar su sensibilidad
a los quimioterapicos. Lo que se ha visto en modelos
animales de tumores es que la administracién repetida (por
via intraarterial o intratumoral) de un vector adenoviral que
exprese el gen pb3 inhibe el crecimiento tumoral. @V

En los ensayos clinicos en los que se ha empleado
la inyeccién intratumoral de un vector como éste, la
accién es segura y es capaz de producir remisiones
tumorales objetivas, ?? en otros tumores, parece gue este
tratamiento puede potenciar la acciéon de la quimioterapia
y la radioterapia. En base a estos datos este producto
ha sido autorizado en China, lo que hace de él, el primer
agente de terapia génica comercializado en el mundo. La
eficacia de muchos citostaticos depende del equilibrio
entre su actividad antitumoral y sus efectos adversos.
Transfiriendo al interior del tumor genes que producen
enzimas que transforman profarmacos en sus metabolitos
toxicos, se consigue poder administrar dosis altas de
citostaticos a nivel tumoral con bajos efectos sistémicos.
El gen activador de profarmacos mejor conocido es el de
la timidin kinasa del virus herpes simple, % ésta enzima
transforma el ganciclovir en una compuesto fosforilado que
es toxico para las células tumorales por inhibir la sintesis
del ADN tanto nuclear como mitocondrial.?* En modelos
animales se ha observado que la transferencia de este
gen a tumores seguida de la administracion sistémica de
ganciclovir produce remisiones tumorales.?® En humanos,
el tratamiento se ha mostrado seguro y en ciertos tumores
como los que se desarrollan en la préstata, se esta

investigando su utilidad.

Desde el punto de vista clinico, la mayor barrera para
este tipo de estrategia es la obtencién de una transduccion
tumoral significativa con la administracién sistémica de
los vectores, por lo que solo cabe aplicarlo en tumores
localizados que no se puedan tratar por otros medios. En
la inmunoterapia génica se transfieren a células tumorales
0 a células relevantes del sistema inmune, genes que
producen moléculas capaces de estimular la respuesta
inmune frente a las células malignas, no importando en que
lugar del organismo se encuentren. Una amplia variedad
de genes que codifican para citocinas activadoras del
sistema inmune, han resultado ser muy activos en modelos
animales de muy distintas neoplasias. La transferencia
intratumoral de estos genes se traduce en concentraciones
de citocinas muy elevadas a nivel tumoral y despreciables
a nivel sistémico. Como ejemplo, se ha visto en modelos
animales que la transferencia del gen de la interleucina-12
a tumores hepaticos o al tejido hepético circundante ejerce
una actividad antitumoral significativa, por su capacidad
para activar linfocitos T citotdxicos y células natural killer, e
inhibir la angiogénesis tumoral. 2627

En humanos, este tratamiento es seguro y capaz
de inducir la regresién tumoral, aunque su eficacia es
bastante modesta porque la produccién de interleucina-12
es intensa pero breve.”® Las células dendriticas tienen
la propiedad de iniciar y modular una respuesta inmune
eficaz antitumoral después de una migracion selectiva a los
ganglios linfaticos y al bazo. Para aumentar su capacidad
de presentacién de antigenos, las células dendriticas
pueden ser genéticamente modificadas “ex vivo” para
expresar antigenos tumorales como es la alfa-fetoproteina.
29 Algunas de estas estrategias estan en fase de ensayo
clinico y pronto habré datos disponibles en humanos.

Enfermedades Monogénicas

La aplicacion mas sencilla que se propuso inicialmente
para la terapia génica fue la intervencion de enfermedades
monogénicas. En los pacientes con estas enfermedades,
es un solo gen el que esté alterado de manera que no
realiza correctamente su funcién, se dice entonces
que el gen estd mutado. Mediante terapia génica, una
nueva copia del gen en su “versidén” correcta podria ser
introducida en el individuo afectado para sustituir el gen
alterado y realizar asi las funciones cuya falta originan la
enfermedad. Aunque de forma individual se consideran
rarezas, en conjunto constituyen una parte considerable de
las enfermedades crénicas. Este grupo de enfermedades
comprende trastornos de muy diversa indole, en los que un
gen defectuoso determina que no se sintetice una proteina
especifica (como en la hemofilia 0 en la hipercolesterolemia
familar), o bien que se elabore una proteina anormal (como
en el déficit de alfa-1-antitripsina). En ambas situaciones,
la ausencia de la proteina correcta puede ocasionar muy

12
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diversas manifestaciones, segun la funcion estructural
0 enzimatica que ejerza dicha proteina o la interferencia
que la proteina anormal produzca en el funcionamiento
tisular. En general se trata de enfermedades en las que la
farmacoterapia convencional resulta poco eficaz, por lo que
se buscan otras alternativas como la terapia génica.®®

TERAPIA GENICA Y MELANOMA

Actualmente no existe una terapia prometedora
estandar disponible para el tratamiento de los melanomas
en estadios avanzados. Mutaciones en los componentes de
las proteinas quinasas (MAPK) protein kinasa, se encuentran
presentes en un 40 % de los melanomas y hastaen un 78 %
en otras neoplasias: Se conoce que mutaciones somaticas
en el gen que codifica para la proteina quinasa serina-
treonina (BRAF) en la mayoria de los melanomas, ofrece la
oportunidad de pruebas de terapias con oncogenes dirigida
para esta enfermedad (Figura 7).8'323334 | a mutacion
BRAF se ha encontrado también en carcinoma papilar de
tiroides.®4

Otra medida terapéutica para mediar la regresiéon del
tumor es por transferencia genética adoptiva de linfocitos.
El objetivo especifico es conferir reconocimiento por los
linfocitostumoralesautélogos de sangre periféricamediante
el uso de un retrovirus que codifica un receptor de células
T. En un estudio realizado en 15 pacientes con diagnostico
de melanoma avanzado, la transferencia adoptiva de estas
células transducidas resultd en insercién duradera con
niveles superiores a 10% de linfocitos en sangre periférica
por lo menos 2 meses después de la infusion. Se observo
también la persistencia de estas células (dos pacientes),
hasta un ano después de haber suministrado la infusion,
demostrando la regresion de las metdstasis inducidas
por estos melanomas.®® Este estudio sugiere el potencial
terapéutico de las células genéticamente modificadas para
la terapia biolégica del cancer.

TERAPIA GENICA Y EPIDERMOLISIS AMPOLLAR
La epidermdlisis ampollar o bulosa(EB) se refiere a un
grupo de enfermedades hereditarias con presentacion

A Increased recepiorn
tyrosine kinase activity

ﬁﬂl — Amplified

Growth

A: Muestra dos vias de sefalizacion importante para el
crecimiento y la progresién del melanoma. Proteinas
activadas por mitdégenos constitutiva (MAP) sefalizacion
en la via RAS-RAF-MEK-ERK conduce el crecimiento de las
células de melanoma a través de la sobre regulacién de
cyclin D1.

El tratamiento con PLX4032 puede resultar en la regresién
de los melanomas portadoras de la BRAF mutacién V600E
porque la droga bloguea la actividad de el mutante BRAF.
La supervivencia de las células del melanoma y de la
resistencia a la apoptosis mediada a menudo a través de
la constituyente actividad de fosfoinositidos-3-quinasa
(PI3K) y la serina-treonina proteina quinasa AKT, que surge
a través de mdltiples mecanismos, incluyendo la pérdida
de expresién de los supresores tumorales y de la fosfatasa
tensina homélogo (PTEN).

B: llustra el potencial mecanismos por los cuales V600E
BRAF mutado melanomas pueden mostrar resistencia
intrinseca o adquirida a BRAF inhibicién. El aumento de
la senalizacién a través RAF1, posiblemente debido al
aumento de RAF1 expresién o el aumento de los receptores
actividad tirosina cinasa, restablece la actividad de MEK
y ERK y da lugar a la expresién de ciclina D1. Ademas,
algunos melanomas albergar mutaciones BRAF V600E ya
puede de amplificacién de la ciclina D1, mientras que otros
pueden han perdido PTEN expresion; estos melanomas
pueden ser particularmente susceptibles a la resistencia
intrinseca manifestarse BRAF-inhibidor de la terapia. Dado
que la resistencia a los inhibidores de BRAF

se asocia a una continua dependencia de la RAS-
RAF-MEK-ERK, inhibidores de MEK probablemente ser (til
en el manejo de la resistencia adquirida a BRAF inhibidores

Figura 7. Vias de sefalizacion intracelulares en el melanoma. Conocida por su importancia en la respuesta y resistencia de terapia dirigida.
Fuente:Miller A, Martin C, Mihm J. N Engl J Med 2006,355:51-65.
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diversa, que afectan a la piel y las mucosas u otros
6rganos.®® No existe un tratamiento especifico, y su
evolucion es crénica, llegando a mermar la calidad de
vida de los pacientes y su supervivencia. La incidencia
de EB se estima en 0,07 y menos de 0,41 por millon,©®
transmitida de forma autosémica dominante o recesiva
y causada por una alteracion de las proteinas de la unién
epidermodérmica, que altera la cohesion de la dermis con
la epidermis, hecho que da lugar a la formacién de ampollas
y erosiones cutaneas y mucosas. Se distinguen tres tipos
de epidermdlisis bullosa segun el nivel de formacion de
ampollas: EB epidermoliticas o simples (EBS), en las que
la ampolla se localiza a nivel intraepidérmico, justo en las
células de la capa basal; EB de la unién o junturales (EBJ),
en las que la ampolla se localiza a nivel de la membrana
basal; EB dermoliticas o distréficas (EBD), en las que la
ampolla se localiza por debajo de la membrana basal a nivel
de las fibrillas de anclaje. 7

Estos pacientes son portadores de proteinas
defectuosas porque los genes que las codifican tienen
errores en el cédigo. Existen 3 tipos principales de EB y
10 genes que codifican las proteinas de la piel: keratinas
14y 5, plectin (epidermolisis ampollar simple), colageno VII
(EB distrofica recesiva y EB distréfica dominante) lamininas,
integrinas, coldgeno XVII (EB juntural). El objetivo es la
modificacion con genes no defectuosos que pudieran
fabricar dicha proteina de forma correcta, o células que

contengan el gen correcto para que produzca la proteina.
(37,38)

En el ano 2006 se reportd el primer paciente con EB
de unién tratado con terapia génica “ex vivo”; fue un
transplante autélogo de piel previamente corregida en el
laboratorio por la introduccién del gen faltante. Después
de 4 afnos de seguimiento, esa ldmina de piel corregida ha
seguido expresando el transgen funcional. Expresion de la
laminina 332 funcional en la piel. " La estrategia del trabajo
se puede observar en la figura 8.

Otra alternativa de terapia genica en EB, se realizo con
la inhibicion de la proteina defectuosa. Dos de los ejemplos
hasta ahora son:

1.- Terapia de “Desplazamiento y sustitucion” con SiARN
para EBS. consiste en el desplazamiento del gen
de la queratina defectuoso con SIARN (pequenas
moléculas producto tipo farmacéutico).Esta estrategia
de "desplazamiento y sustitucion” ha funcionado en
ratones y en la actualidad DEBRA Internacional financia
un programa en Escocia de 5 anos de duracién llamado
“Terapias ARN para EBS".67

Evitar la terminacion prematura de la expresion génica.
Algunos defectos genéticos en EB causan que la
maquinaria de fabricacion de proteinas de las células de
la piel deje de trabajar antes de que se haya formado
completamente la proteina. Esta terapia se basa en que

2.

existen algunos productos como el PTC124, que evitan
gue la maquinaria que produce proteinas reconozca las
sefales de acabado prematuro y que por tanto se pueda
producir una proteina de dimension normal.®”

-
Biwsrwﬂ N
Injerto
Cultivando células de plel en el laboratorio ‘::‘-_')
l . Limina de piel
W e 0 Y,

Intraducir & gen del colagenc Fm—
ensciis D _,
Cultivar las células corregidas para
crear una lamina de piel

Figura 8. Terapia génica ex vivo en epidermdlisis ampollar
Tomado de www.debra-international.org/.../Research_Update_2009_Espagnol.pdf

TERAPIA GENICA Y LINFOMAS CUTANEOS

Los pacientes en fase temprana de la enfermedad,
limitada a la piel por lo general requieren terapias dirigidas
con agentes topicos incluyendo los cortico esteroides,
medicamentos quimioterapéuticos, gel de bexaroteno,
fototerapia, terapia laser, el anticuerpo monoclonal anti-
CD20rituximab, entre otros. Cadauno de estos sonefectivos,
sin embargo, todos tienen algunas desventajas que se
asocian con significativos efectos adversos.®%4040  Hay
desarrollos interesantes con compuestos antineoplasicos,
como los retinoides, tazaroteno, imiquimod y el gen con
medicamentos de terapia y con vectores construidos a
partir de adenovirus, modificados para la produccion de
INF-y. Estos vectores suministrados intramuscularmente,
han dado buenos resultados en la inmunoterapia del LCCT
(decir que enfermedad es?), pese a la toxicidad aguda
que presenta. “? Se ha ensayado terapia con vectores
adenovirales: IFN gamma, una citoquina con propiedades
antitumoral  inmunoestimulante,  antiproliferativa vy
antiangiogénicas IFN gammayrecombinante intramuscular
para lainmunoterapia del LCCT con prometedores tasas de
respuesta, aunque se describe toxicidad aguda. #4344

TG-1042 es un vector de adenovirus de replicacion
deficiente, que expresan IFN y. Se ha ensayado en lesiones
de linfoma cutdneo (CL). Inyecciones intralesionales

14
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