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TERAPIA GENICA EN ENFERMEDADES AUTOINMUNES: ESTADO ACTUAL Y PERSPECTIVAS
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Los ensayos clinicos con terapias biologicas que uti-
lizan anticuerpos y citoquinas se han incrementado en
los dltimos afios para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias crénicas de origen autoinmune. Sin em-
bargo estos tratamientos poseen varias limitaciones, a
saber, el costo del tratamiento, la necesidad de admi-
nistraciones frecuentes de la medicacién y los efectos
colaterales adversos. Estas limitaciones pueden ser su-
peradas mediante el uso de terapia génica. La terapia
génica somatica consiste en la introduccion de nuevo
material genético en las células de un individuo con
objetivos terapéuticos. Inicalmente pensada para abor-
dar el tratamiento de enfermedades hereditarias
monogenéticas, los dltimos afios han sido testigos de

un gran incremento en el ndmero de trabajos dedica-
dos al uso de terapia génica en enfermedades
poligénicas adquiridas como las enfermedades
autoinmunes. Esta presentacion se basa en una actua-
lizacion del estado del arte de la aplicacion de esta dis-
ciplina a las enfermedades autoinmunes, incluyendo el
nivel de sofisticacion y variedad de procedimientos que
estan siendo utilizados en el mundo, ademas del dise-
flo de moléculas y vectores terapéuticos, la modifica-
cion genética de células y la regulacién de la expresién
genética para aumentar la especificidad de la respues-
ta. La mayor parte de los estudios a presentar estaran
basados en la experiencia obtenida en esclerosis multi-
ple, artritis reumatoidea y diabetes tipo I.

PROPIEDADES ANTIPROLIFERATIVAS DE LA PROTEINA HERPETICA ICPO,
EXPRESADA A PARTIR DE VECTORES HERPETICOS DE TIPO AMPLICON
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La identificacion de proteinas con actividad citostatica
o citotoxica es un hito importante en el desarrollo de nue-
vas herrramientas de lucha contra el cancer. Una protei-
na de regulacién del virus herpes simplex de tipo 1 (HSV-
1), conocida como ICPO, presenta dichas propiedades,
dado que induce efectos citostaticos y citotdxicos en cé-
lulas infectadas por HSV-1 o transfectadas con plasmidos
que la expresan. Para investigar si ICPO puede impedir
la proliferacién de células cancerosas, construimos
vectores herpéticos de tipo amplicén que expresan ICPO,
o formas mutadas de ICPOQ, y la proteina marcadora GFP.
Estos vectores se utilizaron para infectar células cance-
rosas o células primarias quiescentes, y evaluar el im-
pacto de ICPO sobre la proliferacion y la viabilidad celu-
lares, asi como la interaccion de ICPO con ciertas protei-
nas celulares implicadas en la proliferacion. Nuestros

resultados muestran que ICPO impide la proliferacién de
dos lineas de células cancerosas humanas (glioblastoma
Gli36 y hepatoma Huh7). La expresion de ICPO en las
células Gli36 induce ademas, aproximadamente 50 %
de muerte celular, 3 dias luego de la infecciéon. No vimos
efectos toxicos significativos en células Huh7, posible-
mente debido al bajo nivel de acumulacién de ICPO o0 a
la menor taza de proliferacion de estas células. Las cé-
lulas GIi36 moribundas no muestran cambios de marca-
cién con Anexina V, ni muestran activacion de Caspasa
3, lo que sugiere que no estan entrando en apoptosis.
En cambio, la liberacion de lactato-deshidrogenasa su-
giere muerte de tipo necroético. ICPO no induce efecto
téxico alguno en cultivos de células primarias cardiacas
0 nerviosas de rata, dos modelos bien caracterizados de
células no proliferativas.



26

Gracias al empleo de anticuerpos especificos contra
ICPO, y contra las proteinas PML (ProMyelocytic
Leukemia), y centromérica CENP-A, observamos que
ICPO expresada desde el vector amplicén colocaliza tanto
con PML como con CENP-A, inmediatamente luego de
la infeccién. Unas horas mas tarde ICPO induce la desor-
ganizacion de los cuerps nucleares PML y la degrada-
cién de CENP-A, en ambos tipos de células cancerosas.
Ninguno de estos efectos fue observado en células in-
fectadas con vectores que expresan s6lo GFP o una pro-
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teina ICPO mutada. Por microscopia confocal hemos
observado que la forma salvaje de ICPO induce la forma-
cién de microndcleos y otras aberracions nucleares en
las células Gli36 y Huh7. La accion citostética y citotoxica
de ICPO es directa, y no necesita de prodrogas. Estos
efectos, asi como la ausencia de toxicidad en células
primarias quiescentes, sugiere que ICPO puede ser el
primer miembro de una nueva familia de proteinas, ca-
paces de actuar de modo directo, que podrian ser utiliza-
das como armas eficaces en la lucha contra el cancer.

EXPERIENCIA CLINICA EN EL TRATAMIENTO DE TUMORES HEPATICOS AVANZADOS
MEDIANTE TERAPIA GENICA Y CELULAR
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Numerosas enfermedades del higado adolecen de un
tratamiento satisfactorio lo cudl justifica la blisqueda de al-
ternativas terapéuticas. La terapia génica surge como una
nueva modalidad para el tratamiento de enfermedades he-
reditarias y adquiridas y se basa en la transferencia de
material genético al interior de las células diana para ejer-
cer un efecto biolégico. Este material genético debe ser
incorporado en vectores con el fin de facilitar su entrada a
las células y permitir su expresion. Los vectores se constru-
yen sobre la base de estructuras moleculares de origen no
viral o viral, siendo los Ultimos los mas empleados por su
elevada eficiencia de transduccién. Tanto el tipo de vector
como el cassette de expresion determinan la duracion, es-
pecificidad y la inducibilidad de la expresion génica. Para el
tratamiento de los tumores hepaticos avanzados se han
empleado diversas estrategias tales como la transferencia
génica de citokinas inmunoestimuladoras (como la
interleukina-12); inmunoterapia con células dendriticas
modificadas genéticamente; transferencia de genes suici-
das para inducir una «quimioterapia molecular»,
antiangiogenesis, etc.

Si bien el desarrollo clinico de la terapia génica ha
sido importante en los Ultimos afios, con méas de 600
ensayos clinicos puestos en marcha en el mundo, la in-
formacion disponible sobre biodistribucion, duracion o
eficiencia de la expresion de los diversos sistemas de
transferencia génica es escasa o nula. La capacidad de
evaluar la transferencia de genes a los tejidos se limita
actualmente al estudio de muestras obtenidas por méto-
dos invasivos (biopsias). Estos parametros inciertos pue-
den ser cruciales al momento de conocer o predecir el

comportamiento del vector administrado. El desarrollo de
un método no invasivo aplicable a humanos que permi-
tiera determinar in vivo de manera simple y repetida la
localizacién y magnitud de la expresion génica es hoy
dia una necesidad. En la busqueda de aproximaciones
que permitan visualizar la expresion génica in vivo se
han desarrollado sistemas que cuantifican la expresion
de genes mediante tomografia de emisién de positrones
(PET). Entre ellas se encuentra la transferencia a las
células tumorales del gen de la timidina kinasa (tk) del
virus del herpes simple tipo 1 (HSV), que posee una alta
afinidad por distintos analogos de nucleosidos. La pro-
duccion por las células del tumor de la enzima viral per-
mite en ellas la fosforilacion selectiva del analogo, que
interfiere entonces con la sintesis del ADN y conduce a
la muerte celular. Esta aproximacion terapéutica se ha
mostrado efectiva en el tratamiento de modelos experi-
mentales tumorales y ha dado lugar a la puesta en mar-
cha de ensayos clinicos en diferentes neoplasias. La vi-
sualizacién de la transferencia génica del gen de la tk
del HSV con PET se fundamenta en la utilizacion como
sonda de imagen de la misma tk que produce el efecto
terapéutico. De esta manera la administracion sistémica
de un analogo flourado del ganciclovir (como el penciclovir
fluorado) que es fosforilado de manera selectiva por la tk
conlleva a un atrapamiento celular del mismo, permitien-
do la visualizacion externa y su cuantificacion. De esta
manera, en los sitios del organismo donde existe emi-
sion de fotones es donde se encuentra también el gen
de la tk. Con la administracién de pequefias cantidades
del radiofarmaco seria posible conocer la biodistribucién
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del vector administrado, y de esta manera las sefiales in
vivo captadas por la PET pueden relacionarse de mane-
ra cuantitativa con el nivel de expresién génica.

Hemos explorado clinicamente algunas de las es-
trategias de terapia génica en el contexto de pacien-
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tes con tumores hepéticos avanzados y aqui se ex-
pondran los resultados obtenidos. También se comen-
taran las primeras experiencias en la monitorizacion
in vivo de la expresion génica mediante PET en pa-
cientes.

ANGIOMIOGENESIS TERAPEUTICA POR TERAPIA GENICA
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La angiogénesis terapéutica reconoce actualmente tres
abordajes: 1) la inyeccion directa de factores de crecimien-
to; 2) la transfeccion con genes que codifican para citoquinas
angiogénicas, y 3) el uso de células pluripotentes que, im-
plantadas en el territorio isquémico, adquieran un fenotipo
vascular o actlien paracrinamente segregando sustancias
angiogénicas. Otro desafio importante en el momento ac-
tual es la miocardiogénesis terapéutica para tratamiento de
la pérdida de masa miocardica contractil. En este campo,
el enfoque unanime es el implante de células precursoras
o de mioblastos de musculo esquelético.

Con el objeto de evaluar la eficacia angiogénica de
un plasmido codificante para VEGF 165 (pVEGF) en la
enfermedad coronaria crénica, inyectamos pVEGF o
plasmido vacio (placebo) en el miocardio del ventriculo
izquierdo (V1) de cerdos con isquemia crénica de cara
anterior de VI inducida por oclusion progresiva de la ar-
teria circunfleja. Los cerdos tratados evidenciaron una
mejoria significativa en la perfusién de la zona isquémica
durante el estrés, y la presencia de vasos pequefios con
capa muscular lisa (arteriolas) en nimero y longitud
significativamente mayores que los cerdos placebo. Este
efecto arteriogénico del pVEGF se suma al conocido
poder mitogénico del VEGF sobre células endoteliales.

Como resultado inesperado, se observé en los cer-
dos transfectados un aumento muy significativo del indi-

ce mitético de miocardiocitos adultos e hiperplasia
miocardiocitica que sugieren que el VEGF tendria un efec-
to mitogénico mas pleomorfico que el que originalmente
se le atribuyé. Esto nos alenté a poner a prueba la hipo-
tesis de que la transfeccién con pVEGF reduciria el ta-
mafio de un infarto de miocardio experimental, cosa que
hicimos en un grupo de ovejas con ligadura aguda de la
arteria descendente anterior. Los animales transfectados
tuvieron, a los 15 dias de la oclusion, un area necrética
significativamente menor que los placebo. Los mecanis-
mos involucrados fueron, secuencialmente, una respues-
ta inicial angiogénica, antifiborogénesis en la zona peri-
infarto, proliferacién mioblastica y aumento del indice
mitético de miocardiocitos adultos. Incluso observamos
imagenes de citoquinesis miocardiocitica. Recientemente
hemos comprobado que este efecto limitador del tama-
flo de infarto se mantiene a 60 dias de la oclusion
coronaria. Estos resultados nos inducen a pensar que el
VEGF tendria un rol que cumplir en la miocardiogénesis
terapéutica, y que este efecto seria fisiol6gicamente mas
razonable que el del implante de células precursoras, ya
gue al actuar induciendo la replicacion celular, quedaria
garantizada la conexién eléctrica y contractil entre el
miocardio preexistente y el nuevo, cosa que aldn no ha
podido ser demostrada en la miocardiogénesis por im-
plante celular.



