TERAPIA GENICA
EN EL TRATAMIENTO
DE CANCER.

Dr. Rodolfo Paredes E. (M.V.)
Dra. Lisette Lapierre A. (M.V.)

Dr. Leonardo Sdenz I. (M.V.)
Dra. Daniela Iragiien C. (M.V.)

Durante los udltimos 40 afios los
avances en la biologia molecular han
sido significativos, otorgando impor-
tantes bases para el desarrollo de tera-
pias innovadoras y eficientes. Gracias
a los descubrimientos de los genes y
de sus funciones, ha sido posible iden-
tificar los blancos necesarios para el
tratamiento de diversas enfermedades.
Es por esto, que se ha intentado dise-
far herramientas que permitan modi-
ficar los genes o sus productos con el
fin de evitar, aliviar o curar una enfer-
medad.

La terapia génica tiene como base
la transferencia de genes, en la cual el
material genético (ADN), es incorpo-
rado a las células de un individuo con
el objetivo de corregir una deficiencia
génica. Estos genes pueden ser produ-
cidos en grandes cantidades en un la-
boratorio, conocido como ADN
recombinante, para luego de ser
clonados, ser transferidos a las célu-
las huésped mediante vectores. El ob-
jetivo en este tipo de terapias es que el
ADN introducido mantenga su expre-
si6én en el tiempo, evitando la necesi-
dad de tratamientos repetidos. Para
lograr este objetivo, se han disefiado
distintas estrategias, como por ejem-
plo la utilizacién de vectores virales,
los que otorgan la ventaja de mejorar
la entrega del transgen (material
genético fordneo) a las células blan-
co, gracias a su capacidad infectante,
escasa patogenicidad y a la posibili-
dad de infectar células huésped espe-
cificas.

Entre los vectores no virales utili-
zados se incluyen una gran variedad
de liposomas positivamente cargados;
ADN desnudo en forma de plasmidio,
que puede acceder al nicleo de las
células y expresarse; microesferas pro-
ducidas a partir de copolimeros de
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Figura 1.
Transferencia de genes in vivo. Esta estrategia estd basada en la replicacion
del virus in vitro seguido de la infusién directa de éste al individuo. El mate-
rial genético del virus serd incorporado en las células y se expresardn los
genes terapéuticos (Tomado de Selkirk,S.M; Postgrad Med J,2004).

polianhidridos de acido fumadrico y
sebdcico. Estas dltimas ofrecen la po-
sibilidad de una terapia génica activa
por via oral. Sin embargo, los vectores
anteriormente mencionados estdn limi-
tados por su baja eficiencia de trans-
ferencia del gen.

Otro enfoque terapéutico se basa en
el bloqueo de la expresién de
oncogenes y sus productos, en aque-
llas enfermedades en las que existe una
alteracién en su regulacién, como lo
que ocurre en algunos tipos de cancer.
La estrategia se fundamenta en la uti-
lizacién de secuencias génicas cortas
(oligonucledtidos) que tienen la capa-

cidad de unirse complementariamente
al ADN o ARN de los genes blanco,
impidiendo de esta forma la traduccién
a proteinas.

PRINCIPALES
ESTRATEGIAS PARA
INCORPORAR
GENES EN

LOS PACIENTES.

La estrategia in vivo (Figura 1) con-
siste en inyectar una suspension que
contiene el vector portador del gen te-
rapéutico directamente en el paciente,
ya sea por via oral o parenteral. Para
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esto, el vector debe tener la facultad
de distribuirse en el organismo y de
reconocer las células blanco. Ideal-
mente, el vector debe ser seguro, efi-
caz y selectivo. Entre los vectores
viricos tenemos:

Vectores retrovirales: derivados del
Moloney Murine Leukemia Virus
(MMLYV). Tienen la ventaja de que sus
efectos son permanentes en el tiempo,
efecto debido principalmente a que tie-
nen la capacidad de insertarse en el
ADN de la célula huésped, de manera
que traspasan la informacién genética
a cada célula hija mediante la divisién
celular. La desventaja que presenta
este tipo de vectores, es que la inser-
cién del material genético puede ser
aleatoria en el cromosoma, producien-
do efectos no deseados incluyendo los
producidos en las células germinales.
Por otro lado, poseen una baja eficien-
cia de infeccién y ademads no son ca-
paces de infectar células que no se
encuentran en activa division, lo que
limita su utilizacién en algunos tipos
celulares, como por ejemplo, el tejido
nervioso (Figura 2).

Dentro del grupo de vectores
retrovirales, los lentivirus poseen la
capacidad de infectar células en divi-
sion o que se encuentran en G,. Son
capaces de atravesar las membranas
celulares y nucleares e integrarse en
el genoma, por lo que sus efectos son
de largo plazo y ademds son tejido es-
pecifico. Sumado a esto, su baja capa-
cidad antigénica lo convierte en uno
de los mas promisorios vectores dis-
ponibles. Una desventaja en el uso de
este tipo de vectores, es que general-
mente son derivados del virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) y
que, a pesar de que se les ha elimina-
do su caracteristica patogénica, mu-
chas veces mantienen la capacidad de
generar recombinaciones con otros
RNAvirus, aumentando el riesgo de
mutaciones, con efectos desconocidos.

Vectores adenovirales: correspon-
den a vectores mas selectivos, lo que
les confiere mds seguridad en su utili-
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Figura 2.

Distribucién de la integracion de un retrovirus al genoma celular. La integra-
cion de los vectores retrovirales (Lentivurus) ocurre frecuentemente en la ve-
cindad de los genes expresados, la integracion en regiones intergénicas, espe-
cialmente a distancias de mas de 100 kpb de cualquier gen conocido (I) afectan-
do muy poco la transcripcion de estos genes. Vectores derivados de MLV pare-
cen tener preferencia para integrarse cerca del inicio de la transcripcién (ID),
region que altera la expresion de genes endégenos adyacentes. Los vectores de
Lentivirus parecen insertarse con mayor frecuencia dentro del gen (III), regién
que al parecer afecta poco a la regulacion genética pero que tiene la mayor po-
tencialidad de causar disrupciones en la transcripcion del gen endgeno (Toma-
do de von Kalle et al, The Journal of Clinical Investigation, 2004).

zacién. Son vectores con una alta ca-
pacidad infectante, no importando si
la célula se encuentra en activa divi-
sién o no. Sin embargo, dentro de sus
desventajas podemos mencionar su
alta inmunogenicidad y un efecto de
corta duracién, ya que no tienen la
capacidad de insertarse en el ADN de
la célula huésped, lo que determina
que en tratamientos sucesivos puedan
producirse altos titulos de anticuerpos
por parte del paciente, derivando en
un fracaso terapéutico.

Otros posibles vectores ade-
novirales incluyen los adenovirus con
modificaciones en su capacidad
inmunogénica y adenovirus asociados,
que tienen limitada integracion al
genoma del huésped. Estos tipos de
vectores se encuentran actualmente en
fase de investigacion. Los adenovirus
asociados tienen la capacidad de in-
sertarse en una secuencia especifica en
el cromosoma 9, sin alterar funciones
génicas importantes como lo que po-
dria ocurrir con los retrovirus; sin
embargo, sélo pueden transportar se-

cuencias génicas cortas.

Otra estrategia utilizada para incor-
porar genes en los pacientes es la es-
trategia ex vivo (Figura 3), la cual con-
siste en extraer células de los pacien-
tes, como por ejemplo células
troncales de la médula 6sea, de la san-
gre o de mioblastos y tratarlas con el
vector, modificidndolas genéticamente
in vitro, para luego transplantarlas nue-
vamente en el paciente. Estas células
deben tener las siguientes caracteris-
ticas: deben ser de facil acceso, deben
ser capaces de sobrevivir largos perio-
dos de tiempo in vivo y, lo mas impor-
tante, deben ser capaces de expresar
un transgen en altos niveles por un lar-
go periodo, ademas de no generar res-
puesta inmune en el hospedero. Las
ventajas de usar la estrategia ex vivo
incluyen la habilidad para caracterizar
completamente la poblacién de célu-
las modificadas antes del transplante,
la capacidad para subclonar células y
producir poblaciones monoclonales
que produzcan altos niveles de la pro-
tefna terapéutica asi como también
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analizar la poblacion de células

que presenten virus recom-
binanates, eventos de transforma-
cidn u otras alteraciones no desea-
das. Por lo tanto, se pueden utili-
zar vectores de baja eficiencia
como plasmidios con ADN des-
nudos o liposomas, ya que las cé-
lulas que expresen el transgen
pueden ser seleccionadas antes
del transplante generando clones
estables, con alta eficiencia y baja
mortalidad celular. Otra ventaja
importante de mencionar, es que
estas células generalmente no in-
ducen reacciones inmunolégicas
en el huésped, como por ejemplo,
las células mesenquimales. En
estudios realizados en pacientes
que sufren osteogénesis imperfec-
ta, se ha logrado reparar con éxi-
to el tejido 6seo mediante la ad-
ministracion de células mesen-
quimales infectadas con un vector
adenoviral, el que a su vez con-
tiene una mutante del gen que co-
difica para coldgeno tipo L.

virus que portanla
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Terapia génica
contra el cancer:

Actualmente, la segunda cau-
sa de muerte en los Estados Uni-
dos de Norte América es el cancer, con
aproximadamente medio millén de
muertes y un millén de casos diagnos-
ticados anualmente, lo que justifica
que hoy en difa la mitad de la investi-
gacidn en terapia génica esté destina-
da al estudio del cdncer. Los métodos
convencionales utilizados en la actua-
lidad para el tratamiento del cancer in-
cluyen la radioterapia, quimioterapia
y la remocién quiridrgica. Indudable-
mente, cuando estas técnicas son uti-
lizadas en las etapas iniciales de la
enfermedad, tienen mayor éxito; sin
embargo, poseen efectos graves e

Figura 3.

Transferencia de genes ex vivo. Esta es-
trategia se basa en la utilizacion de célu-
las las cuales son infectadas con el virus
in vitro. Las células son posteriormente
transferidas al individuo o al tejido blan-
co, donde se expresard el gen terapéutico
(Tomado de Selkirk,S.M; Postgrad Med
1,2004).

indeseados en los pacientes. La tera-
pia génica es considerada entonces,
una posibilidad de terapia complemen-
taria a las mencionadas en el trata-
miento de esta grave enfermedad y que
esta enfocada principalmente a restau-
rar la expresion de genes supresores
de tumor, inactivar la expresién de
oncogenes, distribuir genes que sen-
sibilicen a las células malignas frente
a los farmacos y a la marcacién de cé-
lulas cancerigenas para otorgarles ca-
pacidad inmunogénica.

TRATAMIENTO DE CAN

Algunos de ios mecanismos
descritos como estrategias para
anular la expresion de un gen, se
encuentra la utilizacion de
nucledtidos antisentido y, mas re-
cientemente, el ARN de interfe-
rencia (siRNA).

La terapia con nucledétidos
antisentido consiste en la intro-
duccién de oligonucledtidos de
secuencia corta, complementaria
a una region especifica del ARN
mensajero (ARNm) para la pro-
teina blanco. Estos oligonu-
cledtidos se unen por com-
plementariedad al ARN mensaje-
ro, promoviendo su degradacién
por enzimas especificas y, por lo
tanto, impidiendo la traduccién de
la proteina. Los oligonucleétidos
antisentido necesitan una modi-
ficacién quimica que puede con-
sistir en la introduccién de gru-
pos sulfidrilo, para evitar su de-
gradacion por parte de enzimas en
la célula huésped. Estos
nucledtidos son introducidos a la
célula dentro de liposomas, pero
su expresion transiente hace que
los efectos no sean permanentes
en el tiempo. Hasta el momento,
en estudio preclinicos, su efecto
se observa cuando son adminis-
trados en altas concentraciones,
pero no poseen especificidad por
el tipo celular, por lo tanto, actdan
tanto en células transformadas y
no transformadas pudiendo gene-

rar efectos secundarios no deseados.
Existe actualmente solamente una
compaiia que ha tenido €xito en obte-
ner la licencia para una terapia
antisentido a través del producto
Vitravene® para el tratamiento de la
retinitis causada por citomegalovirus
en pacientes HIV positivos.

El ARN de interferencia o silencia-
dores de genes post transcripcional,
consiste en un ARN corto, de doble
hebra, que al ingresar a ia célula se
asocia a un complejo enzimdtico de



nominado RISC (RNA Induce Silence
Complex), el cual utiliza una de las
hebras del ARN de interierencia para,
por complementariedad, reconocer e!
ARN mensajero blanco a silenciar, lo
corta y posteriormente las RNAsas
endogenas degradan el ARN fragmen-
tado, previniendo la traduccion a una
proteina activa. Esta técnica tiene apli-
caciones en varias enfermedades, in-
cluyendo la infeccion por el HIV, in-
duciendo la supresion de proteinas
virales especificas que podria preve-
nir Ia replicacién y la propagacion
viral. Esta técnica también puede su-
" primir la expresién de productos de
genes aberrantes o proteinas
inflamatorias que pueden contribuir a
los distintos estados de la enfermedad.

En la actualidad se estan investigan-
do diversas propuestas terapéuticas;
hay pruebas excelentes a partir de
modelos animales pero, la experien-
cia con antineopldsicos convenciona-
les, ponen en alerta la sobre la
extrapolacion a la situacion clinica.
Al mismo tiempo, muchas terapias
derivadas de esta tecnologia se en-
cuentran en investigacion en estudios
clinicos fase I1I.

PERSPECTIVAS
DE LA TERAPIA
GENICA EN LA
MEDICINA
VETERINARIA.

La terapéutica en medicina veteri-
naria ha evolucionado notablemente
en los ultimos afios, permitiendo que
los animales, sobre todo los de com-
paiifa, estén junto a sus duefios por un
periodo mas prolongado. Sin embar-
go, esto ha contribuido a que nuestros
animales manifiesten un mayor por-
centaje de enfermedades propias de la
senescencia como es el cdncer, para las
cuales se aplican terapias similares a
las ya desarrolladas para pacientes
humanos, como son la quimioterapia
y el abordaje quirtrgico. En la mayo-
ria de los casos, el mecanismo por el

cual se desencadenan estas enferme-
dades, es similar en humanos y ani-
males con s6lo algunos casos particu-
lares con etiologia diferente.

Actualmente la terapia génica esta
exclusivamente orientada al tratamien-
to de enfermedades humanas, habién-
dose aprobado el primer ensayo clini-
co en 1988 en Estados Unidos y pos-
teriormente se realizaron 3000 trata-
mientos. Sin embargo, esta terapia lle-
va consigo un riesgo relacionado prin-
cipalmente con la presentacién de in-
flamacion o infecciones activas luego
de la administracién de un vector viral,
eventos de recombinacion multiple o
la transformacién maligna de células
como consecuencia de la insercion
aleatoria en el genoma de los vectores
retrovirales. Esto dltimo ocurrié en 2
pacientes tratados con transplantes
autdlogos de células troncales infec-
tadas con un retrovirus, quienes desa-
rrollaron leucemia debido a que el vi-
rus se integré en una region cercana
de un oncogen, resultando en su
sobreexpresion. Por el contrario, 11
pacientes que sufrian la misma enfer-
medad y que recibieron el mismo tra-
tamiento, aliviaron completamente los
sintomas.

Los avances logrados en la investi-
gacion para el desarrollo de la terapia
génica indican que, pese a la variedad
de enfermedades que es posible tratar
y las diferentes técnicas disponibles
para ello, en medicina humana, a la
fecha no han logrado solucionar los
problemas atingentes a la seguridad y
a la eficiencia de este tipo de terapia.
Sin embargo, estos mismos avances
dan pie para que en el futuro, esta tec-
nologia pueda ser desarrollada en la
medicina veterinaria, entregando una
alternativa de tratamiento complemen-
taria a la ya existente que cure com-
pletamente estas enfermedades.
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