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Terapia génica con vectores virales para el tratamiento
de mucopolisacaridosis y otras enfermedades genéticas

RESUMEN

@ La terapia génica consiste en la insercion de DNA wivo 0 ex
vivo, en las células de una persona con fines terapéuticos. Inicial-
mente se propuso para el tratamiento de desérdenes monogénicos,
pero posteriormente se extendié su uso para el tratamiento del
cancer y otras enfermedades infecciosas como el sida. La efica-
cia y riesgos de la terapia génica dependen de los vehiculos o
vectores que se usan para introducir el material genético en las
células que se quieren tratar. En este articulo se revisa el estado
actual del uso de los vectores construidos usando virus, sus ries-
gos, ventajas y limitaciones para el tratamiento de uno de los
grupos de enfermedades en que mas se ha avanzado en la te-
rapia génica, las mucopolisacaridosis (MPS), enfermedades de
depdsito lisosomal para las cuales no hay una terapia que
prevenga la aparicion de los sintomas o detenga el curso de la
enfermedad y cuyo manejo es simplemente sintomatico.

Palabras clave: terapia génica, vectores virales, mucopolisa-
caridosis, transferencia génica, enfermedades lisosomales, enfer-
medades genéticas, errores innatos del metabolismo.

ABSTRACT

Gene therapy is the insertion of DNA in vivo or ex vivo in the
cells of a person for therapeutical porpoises. Initially this
technigue was proposed for the treatment of monogenic diseases,
but then its use was extended to other diseases such as Cancer
and AIDS. The efficacy and safety of the gene therapy depends
mainly on the construction of vectors to deliver de genetic mate-
rial inside the cells to be treated. In this article we review the
generalities of the technique with special emphasis in the different
types of vectors that have been used for the treatment of the
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mucopolysaccharide storage disease (MPS), a group of lysosomal
storage disorders for which there is not an effective therapy to
stop the onset, or prevent the progression of the disease and their
management is essentially symptomatic
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INTRODUCCION

La terapia génica, es una alternativa muy promisoria para el
manejo clinico de enfermedades hasta ahora incurables como
la fibrosis quistica, la inmunodeficiencia severa, el cancer o

el sida. Hasta el momento se han tratado mas de cien enfer-
medades distintas y hay algo mas de 4.000 pacientes en el
mundo que portan en sus células DNA “no propio”.

La terapia génica comprende el aislamiento del DNA, la
construccion de vectores o transportadores del DNA y la
transfeccion de las células con esos vectores, en las cuales se
quiere dejar el DNA exdgeno, lo cual se puede hacer por mé-
todos fisicos, quimicos o usando virus que es la técnica mas
empleada. Se han desarrollado diferentes clases de vectores
derivados de virus como los retrovirus, lentivirus, adenovirus,
virus adenoasociados, herpes virus.

* Instituto de Errores Innatos del Metabolismo, Pontificia Universidad
Javeriana, Bogota, Colombia.

** Decanato de medicina, Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”,
Barquisimeto, Venezuela.

SAENZ H., GUTIERREZ M.A., BARRERA L.A. TERAPIA GENICA CON VECTORES VIRALES PARA EL TRATAMIENTO DE...

‘ 22-31 Terapia.p65 22 $

07/07/04, 05:31 p.m.



23

Las mucopolisacaridosis (MPS), son siete de las cercdes formas de mediar la transferencia de genes terapéuticos, la
de cincuenta enfermedades de depdsito lisosomal, caractelistribucion del producto génico y las ventajas y limitaciones
rizadas porque los pacientes presentan acumulacion dde cada uno de los vectores virales empleados hasta ahora.
mucopolisacaridos o glicosaminoglicanos (GAGSs) en los
lisosomas de las células afectadas y un aumento en la eXcrgr ;coPOLISACARIDOSIS
cion urinaria de uno o varios GAGs. De estas enfermedades
cinco estan asociadas con retardo mental. Las mucopolisacaridosis son enfermedades de depdsito

lisosomal, caracterizadas por la deficiencia de una de las 11

En este articulo se presenta el estado actual del conocenzimas que participan en el catabolismo de los GAGs. El de-
miento en cuanto al desarrollo de vectores de transferencifecto molecular se traduce en acumulacion de GAGs no degra-
génica con fines clinicos usando como modelo seis de las MP$lados o parcialmente metabolizados, en las células de los tejidos
las enfermedades de Hurler (MPSI), Hunter (MPS Il), Sanfilipo afectados y excrecion aumentada de los GAGs en orina. De-
B (MPS 1lIB), Morquio A (MPS IVA), Maroteaux Lamy (MPS  pendiendo de la deficiencia enzimética, las mucopolisacaridosis
V1) y Sly (MPS VII). Se discuten las generalidades, las diferen-se clasifican en siete tipos (1) (tabla 1).

Tabla 1
Clasificacién de las mucopolisacaridosis (MPS)

MPS Epo6nimo Enzima deficiente GAGs acumulados Manifestaciones clinicas

Tipo IH Hurler a-L-Iduronidasa Dermatan y heparan sulfato ~ Opacidad corneal
Disostosis multiple
Organomegalia
Enfermedad cardiaca
Muerte en infancia

Tipo IS Scheie a-L-lduronidasa Dermatan y Opacidad corneal
heparan sulfato Rigidez articular
Inteligencia normal
Tipo IH/S Hurler/Scheie  a-L-lduronidasa Dermatan y heparan sulfato  Fenotipo intermedio entre IH y IS
Tipo Il Hunter (leve) Iduronato sulfatasa (IDS) Dermatan y heparan sulfato  Inteligencia normal

Corta estatura

Supervivencia 20-60 afos
Tipo 1l Hunter (severa) Iduronato sulfatasa (IDS) Dermatan y heparan sulfato  Disostosis multiple

Organomegalia

Muerte antes de 15 afios

Tipo INA  Sanfilippo A Heparan N-sulfatasa Heparan sulfato Deterioro mental profundo.
(Sulfamidasa) Hiperactividad.
Manifestaciones somaticas medias.
Tipo 1B Sanfilippo B a-N-acetil glucosaminidasa Heparan sulfato Fenotipo similar a lll1A
Tipo IIC  Sanfilippo C Acetil-CoAa—-glucosamida acetiltransferasa Heparan sulfato Fenotipo similar a 1A
Tipo IID  Sanfilippo D N-acetil glucosamina 6 sulfatasa Heparan sulfato Fenotipo similar a 1A
Tipo IVA Morquio A N-acetil galactosamina 6 Queratén y condroitin Deformidades esqueléticas
sulfatasa (GALNS) sulfato Hipoplasia odontoide
Opacidad corneal
Tipo IVB  Morquio B B-galactosidasa Queratan sulfato Espectro de severidad similar a IVA
Tipo V No existe
Tipo VI Maroteaux Lamy Aifsulfatasa B Dermatan sulfato Disostosis mdltiple

Opacidad corneal
Inteligencia normal
Supervivencia hasta 15 afios en las formas severas
Tipo VIl Sly -glucuronidasa (GUSB) Dermatan, heparan Disostosis mdltiple
y condroitin sulfato Hepatoesplenomegalia
Amplio espectro de severidad incluyendo
hidrops fetalis

Tipo VIII  No existe
Tipo IX — Hialuronidasa Hialuronidato

1 Adaptada de Neufeld, EF, Muenzer, J. MucopolysaccharidosihiaMetabolic and Molecular Bases of Inherited DiseaSesver, CR, Beaudet AL, Sly WS & Valle D (eds).
8™ ed. McGraw-Hill. New York, 2001.
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Hasta el momento no existe un tratamiento definitivo paraAPLICACIONES DE LA TERAPIA GENICA EN EL
estas entidades y el manejo clinico actual, esta dirigido aRATAMIENTO DE LAS MUCOPOLISACARIDOSIS
corregir algunas manifestaciones clinicas mediante cirugias
ortopédicas, terapia fisica y cirugias oculares reparativas. LaEn los ultimos afios se han desarrollado diferentes clases de
investigaciones iniciales se enfocaron a desarrollar una terasectores virales para las MPS (figura 1). Cabe resaltar que
pia de remplazo enzimatico mediante infusion de plasmahasta la fecha, los vectores virales derivados de retrovirus han
normal, pero esta metodologia resulté6 muy costosa e inconsido los méas aplicados para estas enfermedades.
veniente[2,3]. Otra alternativa terapéutica usada son los tras-
plantes. Desde 1981, méas de 220 pacientes con MPS se han
sometido a trasplante alogénico de médula dsea o de células
madre pluripotentes. La poca disponibilidad de donantes, las
implicaciones inmunoldgicas, el riesgo potencial de enferme-
dades infectocontagiosas y los altos costos han sido los prir
cipales limitantes para el uso de esta terapia. Existe ademas
una alta tasa de mortalidad (20-50%) y algunos estudios han
demostrado que no se logra prevenir la progresion neuroldgica
en las MPS que tienen compromiso del sistema nervioso cer
tral (SNC)[3,4].

A nivel mundial todos los esfuerzos de los grupos que ha
cen investigacion en esta area, estan centrados en desarrol|ar
nuevas metodologias terapéuticas que puedan ser instauradas
tempranamente en Ia vida del afectado En este Sentido ;]DLentivirus .Retrovirus D\ﬁrus adenoasociadosElHefPeS VifUS.Adenovirus

terapia génica emerge como una de las posibilidades terapéu-=
ticas mas promisorias. Figura 1. Vectores utilizados para transferencia génica en las mucopo-
lisacaridosis. El diagrama representa, en porcentajes de un tpiatddo-

los, los estudios realizados para el tratamiento de MPS utilizando vectores
derivados de virus para mediar la transferencia génica. El grafico fue elabora-
do a partir de la informacién recopilada en la revision bibliogréfica.

La terapia génica consiste en el empleo de métodos terapéuti-

cos mediante los cuales se introduce material genético Aunque las MPS ha sido uno de los grupos de las enferme-
exogeno, en las células adecuadas, para el tratamiento de estades metabolicas mas estudiado para el desarrollo de modelos
fermedades genéticas o infecciosas[5-8]. La transferenciale terapia génica, la investigacion en todas las MPS no ha mar-
génica se puede hacer tanto a células somaticas, como a célthado al mismo ritmo. En los tipos VII (71%) y | (12%), se ha
las germinales[8]. Se pueden emplear estrategias terapéutiealizado el mayor nimero de investigaciones, mientras que para
cas no virales y virales[5,7,9,10]. Dentro de las primerasjas MPS IVB, llIA, IIIC (figura 2) no existen publicaciones.
podemos encontrar el empleo de polimeros catiénicos,

microbalistica, células encapsuladas en polimeros[11]

GENERALIDADES DE LA TERAPIA GENICA

liposomas[12], microcromosomas y oligonucleétidos 75 21
antisentido[13-15]. Varios tipos de virus incluyendo retrovirus, |
virus del herpes simple, adenovirus, lentivius y virus § 60 =
adenoasociados, han sido modificados en el laboratorio para £
poderlos aplicar en terapia génica[7]. § 45 |
[}

Aunque los primeros planteamientos sobre terapia génica £
se remontan a la década de los setenta, es sélo hasta 1990 § 30 -
cuando dos pacientes con inmunodeficiencia combinada se- g
vera se sometieron a un protocolo de terapia génica, el cual ¢ 157— —
utilizé un vector retroviral para mediar la transferencia, a 5 5 5 5
linfocitos T, de la informacion genética que codifica para la 0 [ | N o 77
adenosina deaminasa (ADA)[16]. Desde entonces, la aplica- MPSI MPSII MPSIilb MPSIVA MPSVI MPSVII
cion de terapia génica ha venido en aumento y a la fecha hay MPS
aproximadamente 4.000 pacientes que tienen en su genoma
genes ex()genos. Figura 2. Ensayos en curso para el tratamiento de mucopolisacaridosis por

terapia génica utilizando vectores virales. El gréafico representa, en porcenta-
En el caso de las MPS, atin no se han tratado pacientes p@ﬁ de un total 41 protocolos, los estudios de disefio, desarrollo y evaluacion
- Lo . ' - de vectores virales para el tratamiento de las mucopolisacaridosis. Enferme-
terapia genllca. ?n emba.rgo’ S€ han adelzntado estudins bl dades de Hurler (MPSI), Hunter (MPS Il), Sanfilipo B (MPS 1lIB), Morquio
y en animales de experimentacion, conducentes a esta eCQ"(MPS IVA), Maroteaux Lamy (MPS VI) y Sly (MPS VII). El gréfico fue

protocolos de transferencia génica para estas enfermedades elaborado a partir de la informacion obtenida en la revision de literatura.
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Vectores retrovirales En la MPS I, se han realizado estudiowitro ein vivo.
Existen modelos caninos[22-24] y felino[24] para esta enfer-
Los retrovirus poseen un genoma de aproximadamente 9.fhedad, pero so6lo en el canino se han realizado estudios de
kb, constituido por una cadena de ARN. Se replican mediantéerapia génica. Baxter y colaboradores, lograron corregir el
la formacién de una doble cadena de ADN (provirus) comodefecto enzimatico en células madre pluripotentes provenien-
intermediario. En el ciclo de vida del virus, existe una etapates de médula 6sea y cuando se hicieron co-cultivos de las
obligatoria, en la cual la doble cadena de ADN se inserta en etélulas modificadas con fibroblastos Hurler, éstos fueron ca-
genoma de la célula huésped (merced a las secuencias LTpaces de endocitar la enzima activa liberada por las células
del virus), llegando asi a formar parte del material genético denodificadas[25]. Lutzkoc C. y colaboradores, realizaron tra-
la célula que infecta[17]. A los vectores retrovirales utiliza- bajos en células hematopoyéticas, provenientes del modelo
dos en terapia génica, se les elimina su capacidad de replicaci@anino[26,27] ein vitro lograron obtener actividades
al retirar del virus las secuencias gag, pol y env que codificarenzimaticas entre 10 y 200 veces los valores normales, pero
las proteinas del core, las responsables de la sintesis @iando las células modificadas fueron suministradas a ani-
recombinacioén de los acidos nucleicos, es decir, transcriptasmales de experimentacion, la actividad enzimatica detectada
reversa e integrasa y las componentes de la envoltura de Fae muy baja[26]. Otro estudio realizado por los mismos
particula viral, respectivamente[18,19]. Al genoma viral se le autores, no demostré expresion de la enzima en la progenie
incorpora una nueva secuencia génica que contiene el gen tde los perros gestantes tratados[27]. Recientemente, Zheng y
rapéutico[20,21]. colaboradores evaluaram vivo el trasplante de médula 6sea
normal y genéticamente modificada. En el primer caso des-
El vector retroviral, sin las secuencias gag, pol y env,pués de seis meses, las cantidadea-teduronidasa eran
se amplifica en una linea celular especial (células empabajas, en 6rganos como el higado y el bazo, sin embargo, fue-
quetadoras) que contienen en su genoma las secuencias necen suficientes para reducir los GAGs acumulados, hasta al-
sarias para ello. El vector conteniendo el gen exégeno infectaanzar niveles normales. Estos resultados, mejoraron cuando
a la célula blanco y una vez en el citoplasma, la transcriptasés animales fueron trasplantados con médula 6ésea modifica-
reversa permite la sintesis de ADN a partir de ARN. El ADN da, ya que no sélo hubo correccién en bazo e higado, sino que
sintetizado se integra al azar en el genoma de la célula infedue evidente en rifién y los niveles de expresion de la enzima
@ tada y el gen expresara el producto terapéutico[21]. fueron superiores[28]. @

Los vectores derivados de retrovirus han sido los mas Se han efectuado estudios para evaluar la transferencia
utilizados en los protocolos de terapia génica para las MPSgénica mediada por el vector retroviral L2SN en células
como se puede observar en la figura 1. Hasta la fecha se hdi{¢matopoyeticas provenientes de pacientes con el sindrome
desarrollado protocolos utilizando esta clase de vectores pa@de Hunter, logrando expresar la enzima con altos niveles de
las MPS I, I, IVA, VI y VII (figura 3). actividad (entre 10 y 70 veces el valor normal). También, se

revertid el proceso de la enfermedad y disminuyeron las con-
centraciones de GAGsJ[3].

Toieta G. y colaboradoregonstruyeron el vector
18% LGSN, para corregir la deficiencia enzimatica en la MPS
IVA[29]. Ellos evaluaron la expresion del cDNA de la N-
acetilgalactosamina 6-sulfato (GALNS) en una linea celular
linfoblastoide, linfocitos y queratinocitos humanos, mioblastos
‘ 6% murinos y sinoviocitos de conejo. Co-cultivos de estas célu-
las con fibroblastos humanos deficientes de la enzima mos-
<} 6% traron correccion del defecto enzimatico y reduccién de los
GAGs acumulados[29].

58%

A nivel mundial, sélo Yogalingam y colaboradores, se han
dedicado a trabajar en la enfermedad de Maroteaux Lamy en
la cual no hay compromiso del sistema nervioso central. Las
Ewvest Ewpesi Cvesva Oupsvi EWwps v investigaciones sélo se han enfocado a desarrollar vectores
retrovirales para probarlos en un modelo feling3p Los
Figura 3. Estudios realizados en mucopolisacaridosis utilizando vectoregesyltados de estos estudios no han sido muy alentadores, ya

retroviralesLa gréafica r(_epresenta los porcentajes de un tot_al de 17 protoco—que no se Iogré obtener niveles enziméticos altos y estables
los, de vectores retrovirales desarrollados para el tratamiento de las enfer”

medades de Hurler, Hunter, Morquio A, Maroteaux Lammy y Sly. La grafica €N 10S animales_ a |OS_ que se les im_p_lanté en la r_egién
fue elaborada a partir de la informacion recopilada en la revision bibliografica.subcapsular del rifion, fibroblastos modificados. Los niveles

12%
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de arilsulfatasa B disminuyeron gradualmente a partir de losrectores[10,52]. EI genoma de los adenovirus se divide en
20 dias postimplantacion[31]. genes tempranos (E1 a E4) y genes tardios (L1 a L5). Puesto
que la capacidad del genoma adenoviral para dirigir la pro-
El sindrome de Sly, es una las MPS mas estudiada desd#uccion de adenovirus reside en las secuencias ubicadas en
el punto de vista bioquimico y molecular. Producto de lo an-E1, las estrategias para producir vectores adenovirales con-
terior, existe un gran nimero de trabajos reportados en el trasisten en eliminar dichas secuencias e incorporar en su lugar
tamiento de esta enfermedad mediando la transferencia géni@ gen terapéutico, generando asi un vector adenoviral sin ca-
in vitro ein vivo. Si bien es cierto que para la MPS VII se han pacidad de replicacién[10,53]. La amplificacion del vector se
descrito tres modelos animales: murino[32], felino[33] y ca- lleva a cabo utilizando una linea celular complementaria, con-
nino[34], en las investigaciones con vectores retrovirales, lateniendo la secuencia E1 en su genoma[51]. Por ultimo, el
mayoria de los trabajos se han realizado en ratones y muyector adenoviral conteniendo el gen exégeno se transfiere a
pocos en el modelo canino. Los protocolos ensayados hasta kl célula blanco. EI ADN transferido permanece como un ADN
momento se han basado en: infusidon intravenosa despisomal, dirigiendo la expresion del gen de interés[54,55].
macrofagos genéticamente modificados[35], inyeccion
intravenosa de particulas virales recombinantes[36,37], im- En la MPS I, uno de los 6rganos afectados es la cornea,
plantes cerebral y en cavidad peritoneal de fibroblastos correpor esta razén Cashman y colaboradores trabajaron en la cons-
gidos[38,39] y trasplante en Utero de células hepaticas fetaleisuccion de vectores adenovirales para la correccion en este
corregidas[40]. Se ha logrado expresar eficientemente l&rgano. Ellos demostraron que el Ad5/f37 en cultivo presenta
B-glucuronidasa (GUSB) en cerebro[36,38], higado[37], bazo,una alta capacidad para infectar las células fotorreceptoras,
rifion, esternon, pulmon y corazon[35,36,40]. Los datos muespuesto que en dichas células se expresa el receptor de
tran que mediante la inyeccion intravenosa de estos vectoregoxsackie-adenovirus[52], el cual reconoce los residuos de
es posible dirigir y expresar la enzima en diferentes érganosacido sialico presentes en la fibra del penton de los adenovirus
incluso, en el cerebro, en donde se detectd actividad/ el vector a su vez muestra una alta afinidad por ese recep-
enzimatica. tor[56]. Para la correccion de la iduronato 2 sulfatasa en el
sindrome de Hunter mediante el uso de vectores adenovirales,
Di Francesco y colaboradores han llegado hasta experimenta-
Vectores derivados del virus herpes simple ciénin vitro[57] y no existen reportes de estudiovivo.

El virus herpes simple tipo | (HSV-1) tiene un genoma lineal | os reportes restantes encontrados en la literatura, corres-
de doble cadena de ADN de 152 kb[41,42], es neurotropico Yonden a estudios realizados para el tratamiento de MPS VI
se ha utilizado para mediar la transferencia génica al sistemiy vitro e in vivo utilizando ratones y perros[58-60] como
nervioso[43,44]. El HSV-1 nativo es capaz de infectar neuronasnodelos biolégicos. Los resultados de dichos trabajos han
y hace ciclo litico o permanece en estado latente como episom@ostrado expresion por corto tiempo, posiblemente debido a
intranuclear[45], en ese estado es transcripcionalmente silena respuesta inmune del sujeto a los vectores. Para los ensayos
cioso. Los que se utilizan como vectores tienen promotoregjecutadosn vivo la via de inoculacion ha sido directamente
especificos que les permiten funcionar durante el estado dg| 6rgano blanco (ojo, cerebro) y sélo se detectd expresion de
latencia[46,47]. la enzima en las células tratadas y vecinas[60,61].

Estos vectores no han sido muy usados para el tratamiento
de las MPS. Solamente existen tres reportes de ensayos dectores derivados de virus adenoasociados (AAV)

transferencia utilizando estos vectores y las investigaciones - _ )
se han centrado en la MPS VII[48-50]. Los resultados tantolL0s Viriones de los AAV tienen una cadena sencilla de ADN

en el modelo murino [48,49], como en el canino [48] mues-lineal[62,63] y el genoma esta constituido por dos secuencias
tran evidencia de la expresion de GUSB en las células cercdPvertidas repetidas (ITR), flanqueando las secuencias
nas al sitio de inoculacién, como por ejemplo en célulascodificantes para las proteinas de replicacion (Rep) y capside
retinales después de inoculacion en la cérnea[50] y erfCap). Cuando los AAV se utilizan como vectores, los genes

células deltdlamo cuando la ruta de acceso fue inyeccionRep y Cap se remplazan por el transgen y por sus secuencias
intracraneal[49]. reguladoras asociadas[62,64]. La longitud total del inserto

no puede exceder 4.7 kb, por lo que la capacidad de

empaquetamiento es limitada[7,62,65,66]. Los AAV no son
Vectores adenovirales patogénicos para los humanos y producen una expresion esta-

ble de la informaciéon genética que se transfiere a las célu-
El genoma de los adenovirus esta constituido por una dobléas[66]. Pueden infectar tanto células en division como
cadena lineal de ADN[51] de aproximadamente 36 kb. Losinterfasicas[63,64,67,68]. Estos virus son parvovirus que re-
serotipos 2 y 5 son los mas utilizados para construirquieren para la replicacion eficiente y producciéon de proge-
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nie, la co-infeccién con virus ayudadores como adenovirus dPerspectivas

virus herpes simple[62,69]. En ausencia del virus ayudador,

el genoma del AAV se integra al de la célula hospedera[62] Debido a que cada vector tiene ventajas y limitaciones espe-

especificamente en el cromosoma 19 en q13.4[65,70]. cificas, cada cual tiene sus propias aplicaciones. Los vectores
retrovirales pueden integrarse permanentemente en el genoma

La produccién del vector recombinante requiere que Repde la célula infectada, pero requieren células en division

y Cap estén proporcionados en trans (no necesariamente tigiitotica para la transduccion. Los vectores adenovirales pue-

nen que ser suministrados en el mismo marco de lectura), juntden entregar genes eficientemente a una gran variedad de cé-

con los productos del genoma del virus ayudador. EI métoddulas en division e interfasicas, lo cual ha sido ampliamente

convencional es co-transfectar con dos plasmidos, uno comdemostrado en los Ultimos 15 afios, sin embargo, la respuesta

vector ayudador y otro como vector de empaquetamiento (Repnmunologica de las células infectadas limita la exprasion

y Cap), en la linea celular 293[65]. vivo. Los vectores derivados del herpes simple pueden hacer
transferencia de grandes insertos de ADN exdégeno y presen-

Investigaciones con diferentes sistemas basadas ef@n tropismo por neuronas, de ahi que se haya pensado en
vectores AAV se han utilizado principalmente para el mane-€stos para emplearlos como vectores en terapia de enferme-
jo del Sindrome de Sly[71-78]. La administracion de los dades neurolégicas, sin embargo, la inmunogenicidad del
vectores se ha realizado mediante diferentes rutas d#ansgen genera ciertos inconvenientes. Aunque los AAV pue-
inoculacién buscado la via mas adecuada para llegar geninfectar diferentes tipos de células (division e interfasicas),
todos lostejidos. Los reportes describen inoculacién tienen como desventaja que el tamafio de ADN exdgeno trans-
intravenosa[71,72,76,78], intramuscular[71,73], intracranealferido es muy pequefio.
dirigida a tAlamo e hipotalamo de inyecciones de particulas
virales recombinantes con el cDNA de GUSB en ratones con  En la actualidad hay vectores derivados de retrovirus,
MPS VII[74,75,77]. Se han logrado obtener niveles terapéu-adenovirus y AAV que ya estan siendo evaluados en ensayos
ticos de GUSB en las primeras semanas de edad en higaddjnicos -Fase |-, para el tratamiento de la inmunodeficiencia
corazon, pulmon, bazo, rifién, cerebro, musculo y retina. Ersevera combinada, fibrosis quistica, enfermedad de Gaucher,
todos los trabajos reportados, la expresion de la enzima halgunas aminoacidopatias como la fenilcetonuria, tirosinemia
persistido en la mayoria de los 6rganos por largo tiempofipo I, homocistinuria, deficiencia de ornitina transcarbamilasa
que varia entre 16 y 24 meses, en niveles suficientes pana algunos tipos de cancer[11], lo cual ha generado muchas
reducir y prevenir completamente el almacenamientoexpectativas para entidades como las mucopolisacaridosis y
lisosomal. En neuronas, microglia y meninges del SNC tam-otras enfermedades genéticas, que no tienen un tratamiento
bién se ha observado el mismo efecto. definitivo.

Se demostro que en ratones tratados empleando la ruta No estan del todo claros los mecanismos reguladores de la
intravenosa, hubo acceso de los AAV recombinantes alexpresion de informacion genética transferida a las células
SNC, eitando métodos mas invasivos como la inyeccion huésped, pues no son totalmente conocidas las consecuencias
intracraneal, la cual s6lo permite una expresion limitada en ladel producto de las interacciones vector-huésped, de tal ma-
region cercana a la inoculacion[71,73,76,78]. nera que no se tiene certeza de la influencia que pueda tener

el ingreso de material génico extrafio, pues dependiendo del

Los resultados obtenidos sugieren que la transfe-lugar en que se inserte podria tener consecuencias no desea-
rencia génica mediada por AAV puede lograr niveles bles. Asi por ejemplo, cuando se integre un gen corrector,
terapéuticamente relevantes de la enzima, en las etapas teqpudiera interrumpirse un gen supresor de tumores generando
pranas de la vida y el crecimiento y diferenciacion rapida deentonces una neoplasia o por el contrario activar algin gen de
los tejidos no limita la expresion a largo plazo[72]. Otros gru- diferenciacion expresando aspectos morfofisiolégicos no de-
pos de investigacion que trabajan en MPS I[79] y MPSseados. De hecho, recientemente en una cohorte de once pa-
I11B[80], estan empleando esta clase de vectores. Los trabaeientes tratados para inmunodeficiencia severa (SIDC), usando
jos en estas dos entidades no estan tan adelantados como retrovirus uno desarroll6 linfoma por lo cual como medida de
las MPS VIl y | y sélo se han realizado estudiositro con precaucion en los Estados Unidos se suspendieron los proto-
fibroblastos provenientes de pacientes con sindrome de Hurlecolos que emplean esos virus para reparar el defecto en célu-
en los cuales la expresion, con niveles entre 50 y 140 vecelsis madres de médula 6sea[81]. Sin embargo, el director
los normales, se mantuvo por seis semanas, tiempo que duencargado de la FDA, Philip Naguchie afirmé que “la terapia
el estudio[79]. Empleando un modelo murino para la MPSgénica es un tratamiento promisorio para pacientes que no
I1IB, después de inyeccion intracraneal, hubo expresion locahan respondido a otros tratamientos” y las investigaciones
lizada de lao-N-acetil glucosaminidasa y disminucion de contintan para saber si se traté de un caso fortuito, si s6lo
GAGs acumulados en cerebro[80]. se presenta en pacientes tratados con estos vectores
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especificamente en esa enfermedad o si existen riesgos seneficaz y segura en enfermedades que hasta ahora no tienen
jantes en otros casos. Sélo la profundizacion de investigacioeuracion.
nes en diferentes topicos de la terapia génica, permitira la
obtencién de respuestas a interrogantes que a la luz del cono-
cimiento actual, han llevado a que la aplicacion de protocolo$sLOSARIO
de terapia génica se haya visto limitada. Cuando los avances
permitan la adecuada insercion y control del material genéticéCasete de expresionConstruccion genética artificial que con-
en las células humanas, la terapia génica se convertira en t&ne un gen que desea expresarse en una célula hospedera.
alternativa para tratar enfermedades hasta ahora incurables.
Mientras tanto son muy valiosos todos los aportes de los gruEpisomal: Material genético auténomo localizado en el cito-
pos que trabajan en el desarrollo de protocolos, pues con sygasma.
hallazgos se van construyendo los soportes cientificos que per-
mitiran, comprender los mecanismos de regulacion de lolasmido: Molécula de ADN circular de replicacion autono-
genes, los sitios de insercion y lograr una expresion establgna, presente en el citoplasma de bacterias y algunas levadu-
de los genes y sus productos, para en un futuro no muy lejandéas. Permite la insercion de fragmentos de ADN, lo cual los
ofrecer un tratamiento a personas para quienes hasta ahora hace Utiles para la transferencia de genes. Existen comercial-
hay una alternativa para curar su enfermedad. mente plasmidos artificiales obtenidos por tecnologia de ADN
recombinante.
Con el fin de contribuir a la busqueda de soluciones tera-

péuticas para enfermedades genéticas, desde hace algunos aRagticula viral recombinante: Unidad estructural de un vi-
el Instituto de Errores Innatos del Metabolismo de la Pontificiarus, la cual contiene insertado dentro de su genoma un gen
Universidad Javeriana, ha enfocado parte de sus esfuerzosexogeno.
la investigacion en terapia génica y terapia de remplazo
enzimatica para enfermedades como las MPS. En lo que redecnologia del ADN recombinante:Técnicas de biologia
pecta a la terapia génica estamos adelantando estudios par®lecular que permiten obtener moléculas de ADN con frag-
los sindromes de Morquio A y Hunter. Se ha logrado avanzamentos de origen celular distintos.
en la construccién de casetes de expresion para la enzimas

@ GALNS deficiente en los pacientes que sufren la enfermedadransfeccion: Proceso mediante el cual se transfiere mate-
de Morquio A y la IDS deficiente en el sindrome de Hunter. rial genético a una célula hospedera.
Hemos logrado reparan vitro, el defecto en células prove-
nientes de un paciente con enfermedad de Hunter[82] y en Idransgen: Gen exdgeno que es transferido a un modelo bio-
actualidad se esta evaluando un AAV recombinante pardogico en donde se desea expresar.
corregir la deficiencia enzimatida vitro de la GALNS. El
AAV se generé mediante un sistema novedoso de produccié¥irus adenoasociadosTipo de virus ADN de cadena senci-
libre de adenovirus[83]. Se espera seguir profundizando efla que requiere para su replicacion coinfeccion con adenovirus
esta area para que en un mediano plazo podamos ofrecer a lodherpes virus.
pacientes con estas enfermedades una terapéutica duradera,
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