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Laterapia génica consiste en lainsercion de ADN en células humanas con fines terapéuticos.
Aungue inicialmente se propuso para el tratamiento de trastornos monogénicos, su uso se extendio
hacia el cancer y enfermedades infecciosas como el SIDA. Més de 1000 ensayos clinicos han sido
realizados desde 1990 y cerca de 5000 pacientes en el mundo portan en sus células ADN exdégeno.
Laeficaciay losriesgos de |aterapia génica dependen de los vehicul os usados paralatransferencia
del material genético. En este articulo se discute el estado actual del conocimiento, perspectivasy
consideraciones éticas para laimplementacion de esta alternativa terapéutica en el tratamiento de
errores innatos del metabolismo.
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Abstract

In gene therapy DNA isinserted in human cellsfor therapeutical purposes. Although it wasfirst
contempl ated as the treatment for monogenic diseases, there are other fieldsfor its applications such
as cancer and HIV. Over 1000 clinical trials have been carried out since 1990 and more than 5000
patients in the world carry exogenous DNA in their cells. The efficiency and risks of gene therapy
depend on the vehicle used for genetic material transfer. This review discusses the state of the art of
genetherapy, the perspectives and ethical issuesfor theimplementation of thistherapeutical alternative
for inborn errors of metabolism.
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I ntroduccion

Las alteraciones bioquimicas que causan la acumula-
cion de sustratos o la deficiencia en la produccion de al-
gunos metabolitos, fueron llamados por Garrod Errores
Innatos del Metabolismo (EIM), delos cuales se han descri-
to cercade 600 (Neufeld EF et al., 2001). Lagran mayoria
de estas enfermedades se producen por mutaciones que
alteran la expresion fenotipica de proteinas. Debido a que
estas entidades se generan por alteraciones a nivel
genético, no se dispone de tratamientos que permitan la
cura de la enfermedad, por lo que su manejo tradicional -
mente esta dirigido a corregir o prevenir algunas manifes-
taciones clinicas, mediante el empleo de dietas como en
el caso de las acidemias organicas y los desordenes de
aminoécidos (Diferrante NM et al., 1971, Braun SE et
al., 1993), o el transplante de cornea, €l uso de audifonos
y la terapia ortopédica en las mucopolisacaridosis
(McKinnis EJ et al., 1996, Harris JD et al., 1996). En
estas enfermedades, hasta ahora incurables, el tratamien-
to ideal debe ser aquel que pueda implementarse en eta-
pas muy tempranas de la vida para prevenir la aparicién
de la sintomatologia y las secuelas a largo plazo. A partir
de los afios 80, la sintesis de oligonuclettidos, €l aisla-
miento y empleo de enzimas derestricciony la utilizacion
de plasmidos bacterianos, reorientaron la investigacion
en biomedicina y proporcionaron la base experimental
parainiciar €l desarrollo de terapéuticas no convenciona-
les, como son reemplazar o suplementar |os genes defec-
tuosos por medio de la terapia génica (TG) o proveer la
enzima deficiente mediante la terapia de reemplazo
enzimatico (TRE).

En la actualidad, mas de 5.000 pacientes llevan en sus
cuerpos cél ulas modificadas mediante ingenieria genética,
producto de 1067 protocolos de terapia génica (Journal
of Gene Medicine Clinical Trials Website, 2006). Sin
embargo, aunque esta novedosa terapéutica se presentd
como la solucién esperada por largo tiempo para el trata-
miento de un gran nimero de enfermedades intratables,
los resultados en algunos de los pacientes, sugieren que
aln no se han logrado los niveles Gptimos de seguridad,
transferencia 'y expresion de los genes exdgenos. Esto ha
conducido a que su empleo se haya restringido, mientras
se desarrollan sistemas més eficientes de transferencia de
los genes terapéuticos y se profundice en el conocimien-
to de los mecanismos de expresién y regulacién genética
(Smith AE et al., 1995; Templeton NS & Lasic D, 2000).

En el presente articulo se discute el estado actual de la
terapia génica en los errores innatos del metabolismo, sus
perspectivas y las consideraciones éticas sobre el empleo
de protocolos de esta alternativa terapéutica.

Generalidades de la terapia génica

La TG puede ser definida como la transferencia de
material genético a las células adecuadas, con €l propési-
to de producir un efecto terapéutico en virtud del cual se
logre corregir un defecto genético o permitir la adquisi-
cién de una nueva respuesta funcional, como el control
de unainfeccién o la inactivacion de genes gque son inde-
seables para el organismo. La transferencia génica puede
efectuarse in-situ o ex-vivo (figura 1) y hacerse en células
sométicas o0 germinales.

Aunque los primeros planteamientos sobre TG se re-
montan a mediados de |os 60, fue solo hasta 1990 cuando
serealizé el primer protocolo de TG aprobado por €l Ins-
tituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NHI), en
el que una paciente con inmunodeficiencia combinada
severarecibi6 linfocitos T transfectados con un retrovirus
portando el gen de la adenosina deaminasa (Hilman BC
& Sorensen RU, 1994). Desde entonces, la aplicacién de
la TG ha venido en aumento a pesar de la muerte de un
pacientey laaparicion de unacondicién similar aleucemia
en otros dos. Aungue inicialmente fue concebida para el
manejo de enfermedades monogénicas, con €l transcurrir
del tiempo se ha enfocado fundamentalmente a la imple-
mentacion de terapias para cancer y algunas enfermeda-
desvirales (McNeish | A et al., 2004).

Hoy dia constituye una importante alternativa para
el manejo clinico de enfermedades hasta ahora incura-
bles, entre ellas los errores innatos del metabolismo. En
la actualidad se adelantan protocolos, que se encuen-
tran en diferentes etapas preclinicas y clinicas, para pa-
tologias como la inmunodeficiencia combinada severa
(Cavazzana-Calvo M et al., 2000; Gaspar HB et al.,
2002), hemofilias A y B (Walsh CE., 2003), fibrosis
quistica (Griesenbach U et al., 2002), enfermedad de
Parkinson (Burton EA et al., 2003), algunas entidades
lisosomales como la enfermedad de Gaucher y varias
mucopolisacaridosis, asi como algunas aminoacidopatias
como lafenilcetonuria, tirosinemiatipo I, homocistinuria
y deficiencia de ornitina transcarbamilasa (Cheng SH &
Smith AE, 2003; Cabrera-Salazar MA & Barranger
JA, 2003). Igualmente se han logrado importantes avan-
ces en el manejo de desérdenes siquiatricos y del siste-
ma nervioso central (Sapolsky R, 2003a; Sapolsky R,
2003b). Sin embargo, problemas como la baja y transi-
toria expresién del gen de interés, unido a la aparicion
de reacciones adversas o fuertes respuestas inmuno-
|6gicas tras la administracion del material genético, han
impedido alcanzar, por ahora, €l éxito propuesto por al-
gunos investigadores.
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La manera més directa de administrar el material
genético es por inyeccion de ADN desnudo, método poco
eficiente debido a la presencia de enzimas que |o degra-
dan (Herweijer H & Wolf JA, 2003). Durante los Ultimos
20 afios se han desarrollado vectores virales y no virales,
con el objetivo de optimizar la transferencia génicay lo-
grar una alta expresion del gen de interés durante un pe-
riodo prolongado de tiempo, con una minima generacién
de efectos adversos. Un método muy corriente es el uso de
vectores derivados de virus, entre los que se incluyen
retrovirus, virus del herpes simplex, adenovirus, lentivius
y virus adenoasociados (Smith AE et al., 1995; Kay MA
et al., 1997; Templeton NS & Lasic D, 2000; GarciaF y
Barrera LA, 2001). Entre los vectores no virales se en-
cuentran los polimeros catiénicos, células encapsuladas
en polimeros (Templeton NS & Lasic D, 2000), liposomas
(Felgner JH et al., 1994), oligonuclettidos antisentido
(Wagner E et al., 1991, Wheeler CJ et al., Collins J et
al., 1992) y los complejos de material genético con
péptidos o polimeros (Niidome T et al., 2002). Paralela-
mente, se han desarrollado métodos fisicos que facilitan
y aumentan el ingreso del vector a la célula, como la
electroporacién, el ultrasonido, la biobalistica 'y la oclu-
sién sanguinea (Niidome T et al., 2002).

Vectores derivados de retrovirus

Los vectores derivados de retrovirus son virusARN no
patogénicos de cadena sencilla, con un genoma aproxi-
mado de 10 kb en el cual se puede insertar material
genético de un tamarfio entre 6 y 8 kb, después de laremo-
cion de todos los genes virales (figura 2) (Templeton NS
& Lasic D, 2000). El genoma de estos virus es convertido
a una doble cadena de ADN mediante una transcriptasa
reversa, luego del ingreso del virus alacélula, parafinal-
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Figura 1. Esquemas de terapia génica In-situ y ex-vivo.

mente ser insertado en el genoma del hospedero por me-
dio de una integrasa (Templeton NS & Lasic D, 2000).
Este hecho hizo que estos vectores ganaran gran interés,
pues permiten una expresion a largo plazo y elevadas
concentraciones del producto del gen de interés. Sin em-
bargo pueden traer grandes inconvenientes debido a que
esta insercién se realiza a azar, convirtiéndose en poten-
ciales mutégenos por interrupcién o activaciéon de genes
(ThemisM et al., 2003).

A pesar de los elevados niveles de expresién logrados
por el uso de estos vectores, su principal deficienciaradi-
ca en su capacidad de transfectar Unicamente células en
division activa, por lo que la eficiencia de la terapia se
disminuye en tejidos con baja tasa de division. Con €l
objetivo de solucionar este inconveniente, Tao et al
(2004), encontraron que la eficiencia en la transferencia
génica usando vectores retrovirales podia ser mejorada
hasta en un 35% en células hematopoyéticas, cuando es-
tas recibian previamente el factor derivado estromal 1a.

Un grupo de enfermedades en las cuales se han usado
ampliamente estos vectores son las enfermedades
lisosomales (Cabrera-Salazar MA et al., 2002), entre las
cuales la mas estudiada es la mucopolisacaridosis VI
(MPS VII) o sindrome de Sly, producto de la deficiencia
de la enzima B-glucuronidasa (Gao C et al., 2000). Uno
de los resultados mas contundentes para esta enfermedad
se reporté en el modelo canino tras la administracién
intravenosa un vector retroviral, obteniéndose, aun des-
pués de 17 meses, niveles de expresién 67 veces por enci-
ma de los val ores normal es con una marcada reduccién en
los depositos de glicosaminoglicanos (GAG), una recupe-
racion del peso corporal en los animales, pasando del 50
al 84% del valor normal; con la recuperacion de la capa-
cidad paracaminar y correr, y ausenciade opacidad corneal
y dafios cardiacos, parametros usualmente alterados en
perrosMPSVII (Ponder K, et al., 2002). Esto se convirtid
en una de las primeras demostraciones de correccion del
defecto genético en un mamifero de mayor tamario que €l
raton, lo que permite pensar que la posibilidad de utilizar
esta terapia en humanos esté cada vez mas cerca.

Las hemofilias A y B son excelentes modelos para te-
rapia génica, pues no se requiere una elevada expresion
del gen, debido a que con concentraciones de los factores
superiores al 2% del valor normal es posible obtener un
efecto terapéutico apreciable (Walsh CE, 2003). Vanden
Driesschen et al. (1999), reportaron la expresién durante
14 meses del factor de coagulacionVIII (FVIII) en ratones
con hemofilia A, tras la administracion de un vector
retroviral via intravenosa, logrando una correccion del
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Figura 2. Estructura del genoma de un vector retroviral. Las
secuencias de los genes virales gag (proteinas de la cépside), pol
(enzimas transcriptasa reversa e integrasa) y env (glicoproteinas de
la envoltura) son removidas y cambiadas por el gen terapéutico,
conservandose (nicamente la sefial de empaque (U).

fenotipo en el 83% de los ratones que recibieron la tera-
pia, los cuales sobrevivieron a un ensayo de corte de cola.

Los principales vectores retrovirales usados son deri-
vados del virus murino de leucemia, el cual infecta Unica-
mente células en division, por esta razén los vectores
basados en lentivirus (un tipo de retrovirus) han ganado
gran interés debido a su capacidad para infectar tanto célu-
las en division, como en interfase o diferenciadas (Naldini
L & VermalM, 2000). Stein et al (2001), utilizaron vectores
derivados del virus de inmunodeficiencia felina para el
tratamiento in-vivo de hemofiliaA y MPS VIl en modelos
murinos, mediante la expresion del dominio B ausente en
FVI1IIl y la enzima b-glucuronidasa, respectivamente. En el
estudio, 9 de 12 ratones deficientes en FVIII alcanzaron
valores del factor superiores a 5 ng/mL (suficiente para
convertir un fenotipo de severo en uno moderado), permi-
tiendo una reduccion cercana a 50% en la cantidad de
sangre perdida en ratones tratados con respecto a los con-
troles. Similarmente, en latotalidad de los ratones con MPS
VII tratados la actividad catalitica de la enzima fue detec-
tada durante 11 semanas post-transfeccion, llegando a ni-
veles hasta del 14% del valor normal tres semanas después
de lainyeccion, con una completa reduccion en los depé-
sitos de GAG en higado y bazo y una notabl e recuperacion
de la organizacion celular.

Con €l objetivo de aprovechar la ventgja de infectar
varios tipos de células y evitar los riesgos de la integra-
cion al azar en el genoma del hospedero, se han desarro-
Ilado vectores derivados de lentivirus deficientes en
integrasa, haciendo que el vector se conserve de manera
episomal (extracromosomal) en el nucleo; sin embargo,
se requiere la presencia del antigeno T en las célula blan-
co (células preinfectadas con un virus) paralograr que el
material génico sea mantenido en la célulay que el gen
de interés pueda ser expresado (Vargas J et al., 2004).

Esta nueva estrategia seria de gran utilidad para la entre-
ga de genes suicidas en el desarrollo de terapias contra
infecciones virales, sin embargo otros vectores virales que
se conservan episomalmente como los adenovirus y los
adenoasociados e incluso vectores no virales, han permi-
tido el desarrollo de vacunas e inmunoterapia de una
manera mas efectivay segura, sin la necesidad de la pre-
sencia de otras secuencias para el mantenimiento de la
expresion génica.

Vector es Derivados de Adenovirus

Los adenovirus (Ad) son virus icosahédricos de 60 a
90 nm de diametro, con un ADN de doble cadena y un
tamario aproximado de 30 a40 kb (Templeton NS & L asic
D, 2000). Comprenden mas de 50 serotipos humanos dife-
rentes, asi como también de primates no-humanos, ratén,
perro, cerdo, pollo, pato y otros (Volpers C & Kochanek
S, 2004). Una vez €l virus infecta la célula, el ADN viral
permanece episomalmente en el nucleo dirigiendo la ex-
presion del gen de interés (Vorburger SA & Hunt KK;
2002; St George JA, 2003). Para el desarrollo de los
vectores adenovirales de primera generacion, la principal
estrategia consiste en eliminar las secuencias E1 y E3,
necesarias para la expresion de genes encargados de la
replicacion viral, reemplazandolas por el gen de interés,
por lo que es necesaria una linea celular que contenga
estas secuencias para la produccién de las particulas
virales. Los vectores adenovirales de segunda generacion
poseen deleciones adicionales en E2 y/o E4, mientras que
en los de tercera generacion o vectores de alta capacidad,
todas las secuencias virales han sido removidas (figura 3)
(Volpers C & Kochanek S, 2004). En la actualidad es €l
vector viral mas utilizado en ensayos clinicos de TG
(Journal of GeneMedicineClinical TrialsWebsite 2006),
siendo los serotipos 2 y 5 los méas empleados, debido al
amplio conocimiento que se tienen sobre su biologia y
estructura, ademas de la disponibilidad de lineas celula-
res para su produccion.

El principal inconveniente de estos vectores es la acti-
vacion del sistema inmune tras su administracion que lle-
van a una expresion transitoria del gen de interés
(Templeton NS & Lasic D, 2000). Con €l propoésito de
comprender 1os procesos involucrados en esta expresion
transitoria varias estrategias han sido utilizadas. La pri-
mera consiste en la evaluacion de la consecuencia directa
de la inyeccion del vector en modelos animales, detec-
tédndose la liberacién de citoquinas, interleuquinas, acti-
vacion de macrofagos, induccion de respuesta de células
T y B, liberacion de anticuerpos neutralizantes y activa-
cion del endotelio (Lowenstein PR, 2004). En un segun-
do método, desarrollado por Zhang et al. (2004), se
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Figura 3. Estructura de los diferentes vectores derivados de
adenovirus. E1 a E4 (genes tempranos) codifican para transactivadores
transcripcionales, proteinas funcionales necesarias para la transfor-
macion celular y proteinas necesarias para la replicacién viral como la
ADN polimerasa, proteina de unién a ADN vy la proteina terminal. L1
a L5 (genes tardios) codifican para todas las proteinas de la cépside.

emplearon conceptos genéticos para descubrir regiones
del genoma que puedan tener una relacién importante en
la expresion de vectores adenovirales en el higado. En
este estudio, se plantea que existen regiones del genoma
en las que la activacién de sus genes es directamente pro-
porcional a la concentracion del vector y que podrian
estar involucradas en la generacion de respuestas encami-
nadas al silenciamiento del gen o a la eliminacion del
vector. Otro factor importante es el efecto de lametilacion
de sitios CpG, hecho demostrado recientemente tras €l
andlisis cuantitativo del ADN viral y el ARNm, producto
de la expresion de un vector con el factor de crecimiento
de fibroblastos humanos dirigido por el promotor del
citomegalovirus, encontréandose que la relacion del nud-
mero de copias de ARNm por copia de ADN cay6 300
veces para la hora 14 postinyeccion, indicando una dis-
minucién en la tasa de transcripcion posiblemente por
una alta frecuencia de citosinas metiladas en el extremo
5, el cual esun mecanismo natural de defensacontratrans-
cripcion de ADN foraneo. Mediante la evaluacién del ni-
vel de metilacion fue posible observar que después de 24
horas, el 30% de los sitios CpG en el promotor se encon-
traban metilados, elevandose a 70% para el séptimo dia.
Estos resultados sugieren el uso de inhibidores de la

metilacion paralograr unaexpresion alargo plazo (Brooks
AR et al., 2004).

Una estrategia para evitar la fuerte respuesta inmune
es la construccion de vectores adenovirales de alta capa-
cidad, en los cuales se han removido todas las secuencias
virales, conservandose solamente la sefial de empaque-
tamiento (P) y las repeticiones terminales invertidas
(ITRs). Este tipo de vectores pueden recibir hasta 36 kb
de ADN no viral, permitiendo laintroduccién de extensos
cDNAs, grandes promotores tejido-especificos y peque-
fios loci gendmicos (Volpers C & Kochanek S, 2004).
Esta ventaja permitié la expresion constante durante un
periodo de un afio, del gen de la distrofina, deficiente en
la distrofia muscular de Duchenne, logrando que el 52%
de fibras musculares de un modelo murino para esta enfer-
medad expresaran la proteina, con una mejora notable en
lafuerza (10 N/cm? en el raton sin tratar a25 N/cm2 en el
tratado), en el nimero de contracciones y una marcada
disminucion en el dafio muscular inducido por estrés me-
canico (Dudley RW et al., 2004). Similarmente, Kim et
al. (2001), lograron la expresion de la apoproteina E
(apoE) usando solamente una inyeccién intramuscular de
un vector adenoviral de alta capacidad que permitié la
completa y estable correccion de los sintomas de la
hipercolesterolemia en un ratén deficiente en apoE du-
rante 2,5 afos, con niveles de la proteina entre el 60 y
90% y una concentracion plasmética de colesterol infe-
rior a 100 mg/dL (similares alos del control normal), que
permitié una aorta libre de lesiones y ausencia de
neoplasmas hepéticos en los animales tratados. Sin em-
bargo, aunque estos vectores representan un avance im-
portante en la busgueda del vector ideal, son necesarios
estudios adicionales encaminados a la determinacién del
riesgo de generacion de una respuesta inmune tras la ad-
ministracién de estos vectores de tercera generacion, an-
tes de su administracién a humanos.

En los ultimos afios, muchos esfuerzos han estado en-
focados a dirigir los vectores adenovirales a receptores
especificos en tejidos o células blanco, para lograr la ex-
presion en el érgano de interés, con la reduccion de la
respuesta del sistemainmuney con ello evitar la posibili-
dad de generar anti-Ad que reduzcan la concentracion del
vector y genere inconvenientes parael paciente (Dmitriev
IP etal., 2002). Varias estrategias han sido utilizadas para
este fin, incluyendo modificacién genética o quimica de
la capside y uso de moléculas adaptadoras que dirigen el
vector a receptores diferentes a los que normalmente in-
tervienen en su entradaalacélula(Vorburger SA & Hunt
KK, 2002; St George JA 2003; VolpersC & Kochanek S,
2004). Wickham et al. (1996), desarrollaron un vector
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adenoviral dirigido al receptor a para realizar una trans-
ferencia génica dirigida hacia endotelio y musculo liso,
mediante la asociacién del vector con un anticuerpo
monoclonal biespecifico, el cual por un lado reconocia
un epitope ubicado en una proteina de la capside y por €l
otro el receptor o, lograndose un aumento de la expre-
sion entre siete y nueve veces de B-glucuronidasa, con
respecto a la generada por el vector sin el anticuerpo.
Similarmente, Volpers et al. (2003), construyeron un
vector que contiene el dominio de unién a la inmunoglo-
bulina G en una de las proteinas de la capside, 1o que
causO un aumento en la selectividad del vector y expre-
sion del gen reportero. De igual manera, €l uso de biotina
covalentemente unida a un vector adenoviral, con la
coadministracién del factor de células madre, permitio
dirigir el vector especificamente hacia células primarias
hematopoyéticas que expresan el receptor c-Kit y como
consecuencia un aumento de més de 2000 veces en la
expresion del gen reportero (Smith JS et al., 1999).

Otra de las estrategias usadas para mejorar la expre-
sion de los vectores adenovirales es el uso de promotores
tejido especificos. En este aspecto, Martin-Touaux et al.
(2002), encontraron que mediante el uso de un promotor
musculo especifico para controlar la expresion de la a-
glucosidasa (GAA) en la enfermedad de Pompe, fue posi-
ble obtener niveles suprafisiol6gicos de la enzima 13
semanas post-inyeccion (786 nmol/h/mg versus 7,5 nmol/
h/mg en el control normal), siendo secretada por el mus-
culo al torrente sanguineo y tomada por otros tejidos, in-
cluyendo el musculo cardiaco, parallevar aunareduccion
de 10 veces en los depositos de glucogeno. Uno de los
tejidos que esta ganando gran interés para direcciona-
miento de vectores Ad es el endotelio vascular, por lo que
se han evaluado varios promotores especificos para estas
células, entre los que se encuentran los promotores para
la molécula de adhesion de células vasculares 1 (VCAM-
1), lasintasa endotelial de oxido nitrico (eNOS), €l factor
del Willebrand (vWF), la molécula de adhesion intrace-
lular 2 (ICAM-2) y el FLT-1; este Gltimo demostro la alta
y selectiva expresién de un gen reportero en células
endoteliales humanas (Nicklin SA et al., 2001).

Vectores derivados de virus adenoasociados

Los virus adenoasociados (AAV) son viriones no
patogénicos, de aproximadamente 20 a 25 nm de didmetro,
compuestos de una mezcla de proteinas de ensamblaje que
encapsidan una genoma de ADN de cadena sencilla de
aproximadamente 4,7 kb (Bossis | & Chiorini JA, 2003).
El genoma se encuentra flanqueado por dos ITRs de 145
bases, las cuales contienen el origen de replicacion y se-

cuencias requeridas para e empaguetamiento viral (Zhou
X & Muzyczka N, 1998; Xiao X et al., 1998). Estos virus
requieren la coinfeccién con un virus ayudador, tal como
adenovirus o herpesvirus, para producir infeccion. Hasta el
momento se han aislado y caracterizado nueve serotipos
diferentes de AAV, cada uno de los cuales posee una afini-
dad por algun tejido en especia (Gao G et al., 2002). Enla
actualidad el serotipo 8 combinado con promotores hepato-
especificos, ha permitido el desarrollo de modelos de tera-
pia génica para las enfermedades de Gaucher (Marshall J
et al., 20044a), Fabry (Marshall J et al., 2004) y Niemann-
Pick (Cheng S et al., 2004b), con lo que se ha logrado un
aumento hasta de 100 veces en la expresion de las enzimas,
con respecto a los valores logrados con €l serotipo 2.

Una de las ventajas de estos virus es la capacidad de
integrarse al genoma de la célula huésped, lo que podria
ofrecer unaexpresion alargo plazo si se conociera comple-
tamente el mecanismo de integracion y la estructura del
provirus. En los AAV silvestres esta integracion ocurre en
la posicién 19q13.3-gter (locus AAV S1), mediada por la
proteina Rep ausente en la mayoria de los vectores deriva-
dos de AAV, por lo que estos son encontrados de manera
episomal en las células transformadas con vectores de AAV
(Berns K1, 1996). Rutledge Y Russell (1997), establecie-
ron que la integracion de vectores AAV no ocurre en todos
los casos y cuando existe se encuentran fragmentos del
vector en posiciones a azar dentro del genoma del hués-
ped. Diferentes estudios han demostrado que este inconve-
niente puede ser solucionado por la cotransfeccion de
células con un vector portando el gen rep y otro con un gen
deinterés (Fisher KJ et al., 1996). Recchia et al. (1999),
coinfectaron células de hepatoma con un vector Ad de alta
capacidad portando €l gen rep78 y con otro vector Ad al
gueseinsertd un AAV en el cual se encontrabael gen repor-
tero; lo que resulto en la integracion completa del vector
AAV en €l locus AAVSL. Recientemente, se describié que
la integracion de vectores AAV ocurre preferiblemente en
genes activos que producen delecionesde 2 pp a0,3 kb y
gue dichas integraciones, principalmente en intrones, son
producto de una microhomologia (alrededor de 10 pb) en-
trelosADN del huéspedy del vector (Nakai H et al., 2003).

Los vectores AAV estan siendo principalmente usa-
dos en enfermedades lisosomales, como los sindromes
de Sly, Gaucher, Fabry, Pompey Sanfillippo (Cheng SH &
Smith AE, 2003; Cabrera-Salazar MA & Barranger JA,
2003). En laenfermedad de Pompe, la construccion de un
vector AAV parala expresion de la a-glucosidasa permi-
tio restaurar la actividad de la enzima tanto in-vitro como
in-vivo, logréndose una expresion estable durante los seis
meses posteriores a una inyeccion intramuscular, con ni-
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veles cercanos alos normalesy restauracion delaactividad
muscular (Fraites TJ et al., 2002). Park y colaboradores
en el 2003, usaron un vector AAV para expresar laenzima
a-galactosidasa A, deficiente en la enfermedad de Fabry,
mediante unainyeccién intravenosa del vector a un mode-
lo murino, alcanzando valores de actividad enzimatica en-
tre 2y 10 veces los valores normales, con reduccién en las
acumulaciones lisosomales de glicoesfingolipidos en hi-
gado, corazén y bazo, llevando a una recuperacion en el
peso corporal con respecto aun ratén normal. En la enfer-
medad de Sly, el uso de vectores AAV mediante inyeccién
intravenosa a ratones Sly recién nacidos, permitio la ex-
presién de la B-glucuronidasa durante 16 semanas en hi-
gado, corazén, bazo, rifién, retinay cerebro, siendo este
ultimo de especial interés, pues sin necesidad de procedi-
mientos quirdrgicos complicados fue posible la expresién
de la enzima en materia gris, meninges, corteza, vasos,
plexus coroide, capapiramidal del hipocampusy molecular
del cerebelo, con una marcada reduccion de GAG en
neuronas parenquimales de la cortezay en meninges, ade-
mas de la disminucién de los depositos intralisosomales
de mucopolisacéridos de los otros 6rganos (Daly TM et
al., 1999).

Al igual que con los otros vectores virales, las hemofi-
lias han sido incluidas en programas de investigacion de
TG usando vectores AAV. Nakai et al. (1998), expresaron
el factor I1X, deficiente en hemofilia B, usando un vector
AAV bajo el control del promotor EFla, con una expre-
sién estable y cercana a los valores normales durante seis
meses, |0 que logré una notable mejoria en el comporta-
miento del raton frente a episodios de sangrado con nive-
les plasméticos del factor IX entre 700 y 3200 ng/mL. En
otro estudio, perros con hemofilia B recibieron un vector
AAV portando el cDNA del factor IX humano, 1o que per-
mitio alcanzar niveles de expresion hasta del 12% del
valor normal durante los 17 meses del estudio y la norma-
lizacién de los tiempos de coagulacion de los perros, con
la desaparicion de los episodios de sangrado (Mount JD
et al., 2002). Deigual manera, Manno y colaboradores en
el 2003, lograron una notable disminucién de los episo-
dios de sangrado en ocho pacientes con hemofilia B, en-
contraron una baja generacion de anticuerpos contra la
proteina o €l virusy un porcentaje de expresion menor al
1%, suficiente para lograr €l efecto terapéutico deseado.

M étodos y vectores no virales

Debido a los problemas presentados por el uso de
vectores virales, las estrategias no virales han sido estu-
diadas ampliamente, pues carecen principio de los pro-
blemas de generacion de una fuerte respuesta inmune o

de oncogénesis, ademas de presentar la ventaja de una
facil produccion a gran escala (Niidome T & Huang L,
2002). Sin embargo, la€eficienciaen latransferenciagénica
sigue siendo baja con respecto a los valores alcanzados
con vectores virales. Dentro de los métodos no virales de
transferencia génica se encuentran el ADN desnudo y las
asosiaciones de ADN con liposomas, polimerosy péptidos
catiénicos (Saenz H et al., 2004).

La forma més fécil de entregar material genético a una
célulaes mediante el uso de ADN desnudo, € cua puede ser
tomado por la célula mediante receptores y resultar en la
expresion del gendeinterés (Herweijer H & Wolf JA, 2003).
Sin embargo, la eficiencia de la transferencia se ve afectada
por la presencia de nucleasas y fagocitos que limitan la ex-
presion del gen a éreas adyacentes al punto de la inyeccién
(Niidome T & Huang L, 2002; Herweijer H & Wolf JA,
2003). Las principales técnicas desarrolladas para la admi-
nistracion de ADN desnudo son la electroporacién, la
biobalistica y el ultrasonido, las cuaes buscan mejorar la
eficiencia de latransferencia lograda por la inyeccion direc-
tadel material genético (Li S& MaZ, 2001).

La electroporacion consiste en la aplicacion de pulsos
de un campo eléctrico sobre la células o el érgano blanco,
para mejorar la permeabilidad celular y asi permitir el
paso del material genético a través de la membrana
citoplasmética (Somiari S et al., 2000), lo cua es depen-
diente de laduracion, fuerzay frecuencia del campo el éc-
trico y del nimero de pulsos aplicados y la forma del
electrodo (Somiari et al., 2002; Liu F & Huang L, 2002).
La electroporacion ha sido empleada en los Ultimos afios
principalmente en el rea de la inmunologia (Niidome T
& Huang L, 2002). En este campo, Widera et al. (2000),
demostraron que el uso de electroporacion posterior a la
inyeccion de un plasmido en un ratén inmunocompetente,
conteniendo el gen para la proteina de superficie Ag del
virus de la hepatitis B, permiti6 titulos superiores a 10000
mlU/mL con tan solo una inmunizacion (10 mlU/mL es
considerado como protector contra infecciones por el vi-
rus de la hepatitis B), llevando a un marcado aumento de
la respuesta inmune del ratén vacunado. Resultados simi-
lares fueron obtenidos por este mismo grupo para la pro-
teina gag del VIH, demostrando que la electroporacion
permite incrementar la expresion y producir una marcada
mejoria en la respuesta inmune.

El ultrasonido, al igual que la electroporacion,
incrementa la entrada de material génico a la célula me-
diante la alteracion momenténea en la estructura de la
membranacelular (Zarnitsyn VG & Prausnitz MR, 2004).
Usando esta técnica, Amabile et al. (2001), demostraron
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un incremento hasta de 19 veces en la expresién de un gen
reportero en el epitelio vascular, tras la administracion de
un vector de expresién en células eucariotas y la posterior
aplicacion de ultrasonido mediante un cateter endovascul ar.
Recientemente se ha reportado la combinacién de esta tec-
nologia con agentes de contraste de ultrasonido, conoci-
dos como microburbujas, |os cuales permiten aumentar la
eficiencia de la transfeccion hasta 7000 veces con respec-
to alaaplicacién del ultrasonido Unicamente (TaniyamaY
etal., 2001).

En la biobalistica, microparticulas de oro son
recubiertas con el material genético y disparadas a la cé-
lula u 6rgano blanco, permitiendo la entrega del vector
en el citoplasma e incluso directamente en el nucleo
(Niidome T & Huang L, 2002). Esta tecnologia ha sido
usada principalmente en el desarrollo de vacunas tanto
humanas como animales (Zhu W et al., 2003; Li Set al.,
2004 Kamili Set al., 2004), con el inconveniente de pro-
ducir una transfeccion superficial sobre el 6rgano blanco
y por lo tanto restringida a las células adyacentes al lugar
de administracién (Kuriyama S et al., 2000; Herweijer
H & Wolf JA, 2003).

En cuanto a los vectores no virales, se han basado en
complejos de ADN con lipidos, péptidos o polimeros, los
cuales han sido usados paralaentrega del material genético
tanto in-vivo como ex-vivo (NiidomeT & Huang L, 2002).
L os liposomas, que consisten de una bicapa lipidica esfé-
rica, realizan la entrega del material genético mediante la
fusion con la membrana citoplasmética (Niidome T &
Huang L, 2002). La composicién de estos ha variado
ampliamente desde principio de los afios 90, siendo los
compuestos méas usados las sales de amonio cuaternario,
los derivados catidnicos del colesterol y el diacilglicerol
y los lipidos derivados de poliaminas (Dauty E et al.,
2001).

El uso de complejosde ADN con péptidos o polimeros,
se basa principalmente en la formacién de enlaces
covalentes con grupos sensibles a oxido-reduccién que
son degradados cuando el complejo esta en el citoplas-
ma, lo cual libera el ADN y permite la expresion del gen
de interés directamente en citoplasma o en el nlcleo me-
diante el uso de sefiales que dirigen al vector a este com-
partimiento (McKenzie DL et al., 2000; Lim YB et al.,
2000; Wightman L et al., 2001).

Terapia génica en los errores innatos del
metabolismo

A pesar de ser enfermedades monogeénicas en su totali-
dad, los EIM son considerados enfermedades complejas

debido a que el defecto lleva en muchas ocasiones a la
alteracién de otras rutas metabdlicas, que pueden ser res-
ponsables de la variabilidad de fenotipos, incluso entre
individuos con lamismaenfermedad y mutacion (L anpher
et al., 2006). Por otro lado, las bases genéticas son varia-
das entre los diferentes EIM, muchas de ellas se encuen-
tran altamente caracterizadas desde el punto de vista
molecular y en su gran mayoria no necesitan de un con-
trol estricto en la expresion del gen aunque si es necesa-
rio dirigir la terapia hacia ciertos tipos especificos de
células, como las células de Kuffer en la enfermedad de
Gaucher o la microglia en la adrenoleucodistrofia ligada
a X (ADL-X). Adicionalmente es posible encontrar des-
Ordenes con autonomia celular en las que la célula produ-
ce la enzimay no la exporta a la vecinas, como en la
adrenoleucoodistrofia, 0 sin autonomia celular en las que
la célula afectada puede tomar la enzima de otras células
del mismo tejido o de otro tejido Iejano, como en las en-
fermedades de deposito lisosomal (L anpher et al., 2006).

A pesar del elevado nimero de EIM, solo unos pocos
han sido blanco de estudios de TG, debido ala baja inci-
dencia de la enfermedad o a la disponibilidad de terapias
alternas efectivas, como el manejo nutricional en algunos
casos. Otro factor importante es la disponibilidad de mo-
delos animales naturales o0 knockout solo para un nimero
limitado de EIM (Ellinwood et al., 2004).

En ensayos preclinicos 111 estudios han sido realiza-
dos (Cartier N, 2001; Mah C et al., 2002; Ding Z et al.
2004; Sun B et al., 2005a; 2005b; K oeber| D et al., 2006;
Ghosh A et al., 2006; Sands M & Davidson B, 2006), de
los cuales el 71% corresponde a desdrdenes de depdsito
lisosomal, principalmente a la enfermedad de Sly. Otros
EIM estudiados son enfermedades de depésito de
glucogeno (principalmente latipo | o enfermedad de Von-
Gierke), tirosinemia hepética, adrenoleucodistrofia liga-
da a X, desordenes del ciclo de la urea (basicamente la
deficiencia de OTC), la fenilcetonuria y la hipercoles-
terolemia familiar (figura 4).

Tres EIM han sido seleccionados como modelos para
el desarrollo de estrategias de TG. El primero de ellos es
laenfermedad de Sly o mucopolisacaridosisVII (MPSVII),
producto del defecto en el gen de la b-glucuronidasa que
lleva ala alteracion del catabolismo de los GAG heparan,
dermatan y condroitin sulfato. Se trata de una enfermedad
multisistémica con organomegaliay alteracionesdel SNC,
esqguel éticas, cardiovasculares y oculares. Es el EIM con
mas ensayos preclinicos en TG por varias razones
(Ellinwood et al., 2004): (a) estudios preliminares han
demostrado que las células transfectadas liberan grandes
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Figura 4. Ensayos preclinicos realizados en EIM. EDL: Enfermedad
de depésito lisosomal, EDG: Enfermedad de depdsito de glucdgeno,
TH: Tirosinemia hepética, ADL-X: Adrenoleucodistrofia ligada al X,
DCU: Desordenes del ciclo de la Grea, PKU: Fenilcetonuria, HF:
Hipercolesterolemia familiar.

cantidades de enzima recombinante al medio la cual puede
ser tomada por células no transfectadas, (b) altos niveles
de enzima parece no tener efectos adversos, aunque existe
un reporte en el que seindicaque niveles suprafisiol 6gicos
de la enzima pueden llevar a la aparicion de
hepatocarcinomas producto de la formacion de cristales
de la proteina en el interior de las células, (c) no hay evi-
dencia de la necesidad de una estricta regulacién de la
expresion génica, (d) laenzimarecombinante esfacilmente
distinguible de la enzima de los modelos animales, y (€)
niveles entre el 5y 10% permiten pasar de un fenotipo
severo a uno medio o tardio, con disminucion del compro-
miso visceral.

Otro de los EIM que aunque no es uno de los que posee
un gran nimero de estudios se ha ido lentamente convir-
tiendo en excelente modelo para el tratamiento de enfer-
medades neurodegenerativas, eslaALD-X, el desorden mas
frecuente de alteracion de lamielinaen el cerebro. ALD-X
se encuentra asociada a la acumulacion de VLCFA y es un
desorden en el que se observa la demielinizacién de areas
especificasy limitadas del cerebro. La principal razén para
guelaALD-X seaun modelo para el manejo de enfermeda-
des neurodegenerativas, radica en el hecho de disponer de
un intervalo de tiempo en el que a pesar de haberse realiza-
do el diagnéstico, el paciente no ha mostrado ningun sin-
toma de la enfermedad. Adicionalmente existen evidencias
sobre correcciones transitorias del defecto tras transplante
de médula 6sea (Cartier N, 2001).

Los inconvenientes en el desarrollo de terapias para
esta enfermedad son producto de la especificidad de areas

y células del cerebro afectadas. Se haidentificado que las
células blanco serian la microglia, que podrian ser corre-
gidas con transplante de células madre derivadas de mé-
dula ésea transfectadas con un vector lentiviral, y células
de la glia que deberian ser corregidas tras administracion
in-situ del vector. Para completar el escenario, la proteina
afectada no es secretada y las células transfectadas no
presentan ninguna ventaja selectiva sobre las células de-
ficientes, por lo que tedricamente se deberia corregir en
un alto porcentaje cada una de las células afectadas. De
todas formas estudios realizados in vitro y en modelos
murinos, han mostrado la posibilidad de corregir el de-
fecto tanto TG ex vivo como por administracion directa
del vector (Cartier N, 2001).

Finalmente tenemos la fenilcetonuria, producto del
defecto en la enzima fenilalaninahidroxilasa y que lleva
a elevados niveles de fenilalanina (Phe) en sangre, con un
marcado retardo mental como el principal signo de la en-
fermedad. Aunque para esta enfermedad se dispone de tra-
tamiento nutricional, es dificil que los pacientes sigan
estrictamente la dieta, siendo necesario el desarrollo de
métodos alternativos para mantener bajos los niveles
plasmaticos de Phe, siendo la TG una de estas estrategias
(Ding Z et al. 2004). Oh H et al. (2004), demostraron la
posibilidad de corregir el defecto mediante el uso de un
vector AAV portando el cDNA de la fenilalanina-
hidroxilasal, logrando mantener los niveles de Phe den-
tro de un rango normal durante las 25 semanas del estudio,
con una marcada mejoria en el fenotipo del raton, siendo
laprincipal caracteristicael retorno del color oscuro en el
pelo y la cola de los ratones que recibieron los vectores.
El Unico inconveniente fue la via de administracion, pues
solo la administracion intraportal permiti6 alcanzar nive-
les terapéuticos de la enzima.

En cuanto a los protocolos clinicos de EIM tan solo
11 se han realizado y ninguno de ellos ha superado lafase
clinica | (Journal of Gene Medicine Clinical Trials
Website, 2006). Protocolos para Hipercolesterolemia fa-
miliar, Enfermedad de Gaucher, MPS | y |11, Enfermedad de
Cannavan y deficiencia de OTC. En la actualidad, solo
uno de los protocolos para la enfermedad de Cannavan se
encuentra abierto y en fase | (figura 5).

Consider aciones éticas

Desde el momento mismo del planteamiento dela TG
por Joshua Lederberg y Edward Tatum en 1966, varios
hechos han llevado a importantes discusiones éticas por
parte de la comunidad cientifica, los organismos
regulatorios y la sociedad en general.
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Figura 5. Ensayos clinicos realizados en EIM. HF: Hipercolestero-
lemia familiar, MPS: Mucopolisacaridosis, OTC: Deficiencia de
ornitintranscarbamilasa.
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El primero de ellos ocurrié en 1980, cuando en Italiae
Israel se intentd desarrollar un protocolo de TG en dos
pacientes con (3-talasemia, cuando la tecnologia era muy
prematura para la época, por lo que el grupo fue censura-
do por el NHI, por experimentos con ADN recombinante
sin autorizacién. Esto llevd a que entre 1981 y 1982 se
realizara un andlisis ético definitivo sobre la TG,
generandose el primer documento oficial sobre ingenie-
ria genética en humanos (American Society of Gene
Therapy Website, 2006).

A raiz de estos informes, en cualquier protocolo de TG
se deben tener en cuenta los siguientes aspectos (Walters
L & Palmer G, 1997): (a) laenfermedad que sevaatratar,
(b) qué alternativas de tratamiento existen para la enfer-
medad, (c) qué riesgos probables existen para el paciente,
(d) cual es el beneficio potencial, (€) cdmo se seleccionan
los pacientes, (f) cOmo se garantiza un efectivo consenti-
miento informado, y (g) como se garantiza el anonimato
de los pacientes?

Sin embargo dos hechos cambiaron notablemente el
panorama de la TG. El primero de ellos fue la muerte de
Jessie Gelsinger en 1999. Jessie era un paciente de 18
anos con deficiencia parcial de la enzima ornitina trans-
carbamilasa (OTC), la cual habia sido manejada exitosa-
mente mediante restricciones dietarias durante toda su
vida, con los tipicos problemas asociados para €l y su
familia.

Cuando Jessie cumpli6 los 18 afios, voluntariamente
ingreso en el protocolo de TG ofrecido por el Instituto de
Terapia Génica Humana (IHGT) de la Universidad de

Pensilvania. El recibid, via intraportal, una dosis de
3,8x10" particulas de un vector adenoviral de primera
generacion portando el cDNA de la OTC. Sin embargo,
cuatro dias después Jessie murié producto de un shock
sistémico y el analisis postmortem revel 6 en higado infil-
tracién de linfocitos, activacion de linfocitos T, forma-
cién de anticuerpos anti-Ad, citocinas proinflamatorias,
pérdida de células transfectadas y dafio endotelial (St
George JA, 2003). Esta se convirtié en la primeray Unica
muerte asociada a un protocolo de terapia génica. (NIH
Report, 2002, George JA, 2003, VolpersC. & Kochanek
S. 2004).

Laformaintermedia de la enfermedad, presentada por
Jesse Gelsinger, puede ser manejada, sin que llegue a cu-
rarse, con dietay suplemento de farmacos (Barrera L A et
al., 2004), lo cual le proporcionaria una expectativa de
vida cercana alos 50 afios. Sin embargo, existe unaforma
severa de esta entidad que afecta a los recién nacidos, en
cuyo caso la expectativa de vida es minima. El primer
interrogante ético que puede plantearse alrededor de este
caso es por qué preferir adelantar protocolos en indivi-
duos que pueden vivir, aunque sea de manera limitada y
supeditada a un tratamiento de soporte, con respecto a
pacientes que tienen escasas posibilidades de vida pues
no existe ninguna terapia efectiva para su enfermedad y
cudl es la relacion perjuicio-beneficio potencial en cada
uno de los casos?

El hecho de que un recién nacido no pueda firmar el
consentimiento informado se ha convertido en un obsta-
culo paraincluir estos pacientes en los protocolos de TG,
la pregunta a resolver seria, qué es mas importante, el
consentir o el dafio potencial a la vida del individuo?
Indudablemente, esto es algo que debe ser revisado cui-
dadosamente por los comités de ética.

Si bien es cierto que los pacientes que se incluyen
dentro de protocolos clinicos experimentales, facultan a
los investigadores para que o hagan mediante el consen-
timiento informado, este documento ser valido Unica-
mente en la medida en que el paciente haya sido
adecuadamente informado y comprenda los anteceden-
tes, riesgos y limitaciones del procedimiento. En el caso
de Jesse Gelsinger el texto inicial del consentimiento in-
formado, revisado por el NIH, mencionaba la muerte por
toxicidad de animal es de experimentaci6n (monos rhesus),
detalles que fueron omitidos en laversion final (Savulescu
J, 2001). Adicionalmente los voluntarios fueron invita-
dos a participar mediante un sitio Web que sefialaba el
empleo de bajas dosis y promisorios resultados. Sin em-
bargo, €l procedimiento experimental presenté una serie
de cambios condenables éticamente. Asi por gjemplo, a
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pesar que el Recombinant DNA Advisory Committee
(RAC) de Estados Unidos, recomendd que el mismo vector
fuera suministrado en forma intravenosa, los ensayos se
realizaron con inyeccion directa al higado. El paciente
recibié 3.8x10% particulas adenovirales que contenian el
gen humano para corregir el defecto genético. Esta con-
centracion, la mas alta empleada en cualquier protocolo
de terapia génica, fue usada aparentemente porque los
investigadores subestimaron la virulencia del vector, ya
gue éste habia permanecido almacenado durante 25 me-
ses (Savulescu J, 2001).

Otro aspecto que no puede escapar a andlisisy que ha
dado lugar a varios cuestionamientos y regulaciones, es
el conflicto de intereses. A pesar que el protocolo se ade-
lantaba en el IHGT, alguno de los investigadores y miem-
bros de la Universidad de Pensilvania responsables del
proyecto, tenian patentes sobre aspectos de la tecnologia
empleada y James Wilson, el director del grupo, al igual
gue algunos de sus colaboradores tenian intereses en
Genovo, la compafiia de biotecnologia que apoyaba el
proyecto y producia los vectores (Savulescu J, 2001).

Lamayoriade lacomunidad cientificaestuvo de acuer-
do en que se tratdé de una reaccion inusual, comparada
con los demas participantes, pero que se presentd como
respuesta a la alta dosis del vector. Aun cuando induda-
blemente en todo procedimiento clinico existen riesgos y
la posibilidad de muerte de un paciente es una potencia-
lidad presente en todo acto medico, queda la duda si la
suerte de Jesse Gelsinger hubiese sido la misma de no
existir toda esa serie de eventos irregulares en el procedi-
miento.

Finalmente el NIH y el RAC emitieron una serie de
guias y recomendaciones encaminadas a maximizar la
seguridad de la investigacion bésicay proveer lineamien-
tos para €l adecuado disefio de investigaciones preclinicas
y clinicasen TG (NIH Report, 2002).

El segundo caso importante se presenté en el protoco-
lo adelantado por el Dr Alan Fisher, en el que se estaba
tratando nueve pacientes para el sindrome de inmuno-
deficiencia combinada severaliagaa X (SCID-X), enfer-
medad producto de alteraciones en el receptor de
citoquinas yc, que lleva a que | os pacientes presentes pro-
blemas inmunes por deficiencia en la maduracién de
linfocitos y celulas NK, y que de nos ser tratados mueren
muy poco después del nacimiento. Este grupo en el 2000,
habian reportado la primer correcion completa de un de-
fecto genético en humanos mediante un protocolo de TG,
al administrar células madre hematopoyéticas autélogas
transfectadas con un vector retroviral, a dos pacientes de

11 meses con SCID-X (Cavazzana-Calvo M et al., 2000).
Sin embargo, en 2003 se prendieron nuevamente las alar-
mas, con €l reporte de la aparicién de una condicién simi-
lar aleucemia en dos de | os pacientes que habian recibido
la terapia. Este efecto adverso fue asociado alainsercién
del vector en el locus LMO-2, del cual se sabia previa-
mente que su expresion errada llevaba a la produccion de
una oncoproteina (Hacein-Bey-Abina S et al., 2003). Es-
tudios posteriores revelaron que adicionalmente el gen
mismo de yc funcionaba como un activador cuando esta-
ba bajo el control del promotor viral. El protocolo fue
suspendido y los dos pacientes fueron sometidos a qui-
mioterapia, mientras que en los individuos restantes no
se encontrd ningun efecto adverso y en la actualidad |le-
van unavidanormal (American Society of Gene Therapy
Website, 2006).

La posibilidad de que el ADN se incorporara en un
sitio erréneo del genoma y causara la activaciéon de
oncogenes o la supresion de otros, se habia vislumbrado
desde los albores de la terapia génica, pero hasta ese mo-
mento no se habia presentado este tipo de complicacio-
nes en animales o en humanos. Igualmente el hecho de
gue esta integracion sea al azar es algo que ha desatado
un gran debate y actualmente es un blanco importante de
investigacion. Independientemente, los organismos ame-
ricanosy europeos incrementaron los controles sobre los
protocol os con vectores retrovirales, que se manifestd en
la reduccién del nimero de protocolos clinicos aproba-
dos con estos vectores (Edelstein ML et al., 2004).

Consider aciones finales

Uno de los grandes interrogantes a resolver desde el
punto de vista ético es el posible uso de |la terapia génica
en células germinales: 6vulos o espermatozoides con el
fin de que la correcciodn se transmita a la descendencia

La TG de células somaticas, (diferentes alos gametos)
para el tratamiento de enfermedades incurables puede
considerarse aceptable éticamente porque no va en con-
tra de los principios fundamental es de beneficenciay jus-
ticiay porque su aplicacion no presenta problemas éticos
diferentes a los de cualquier otro tipo de terapia experi-
mental tales como la utilizacion de nuevos farmacos o de
técnicas quirudrgicas novedosas. Sin embargo, sélo se de-
beria intentar cuando no hay otras alternativas terapéuti-
cas mejores y ante la evidencia de que es técnicamente
posible, segura 'y benéfica para el paciente.

El uso de células germinales como blanco de la tera-
pia, brinda la posibilidad de transmitir a futuras genera-
ciones la correccion génica, pero no existe la manera de



536 REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXX, NUMERO 117-DICIEMBRE DE 2006

predecir los problemas resultantes de esta insercion
(WaltersL, 1999), razon por lacual la misma comunidad
cientificainternacional propuso una moratoria para su uso
en el aflo de 1972 y actualmente se encuentra prohibida
por las entidades regulatorias Europeas y Norteamerica-
nas. Sin embargo, existen buenas razones para hacer tera-
pia génica en células germinales, pues puede ser mas
efectiva que la repetida administracién de una terapia
somatica generacion tras generacion, a la vez que se le
ofrece a las familias la posibilidad de liberarse de una
enfermedad y del temor al riesgo de tener un hijo enfermo
o portador (WaltersL & Palmer, 1997).

El papel potencial de la manipulacién de la linea
germinal para la prevencion de enfermedades genéticas
es mucho menos claro que el de la modificacion somética,
ya gue no conocemos con certeza si existen efectos im-
predecibles en las generaciones futuras o los efectos a
largo plazo que pudieran cambiar las caracteristicas
genéticas de las poblaciones humanas. Por otro lado, al-
gunos consideran que esta seria aceptable siempre y cuan-
do se cumplan algunas condiciones, tales como la
existencia de experiencia previa en la TG somética que
establezca claramente la efectividad y seguridad del tra-
tamiento de células somaticas, que existan los estudios
adecuados en model os animales que aseguren la reprodu-
cibilidad, factibilidad y seguridad de la TG germinal uti-
lizando los mismos vectores de transferencia génica y
procedimientos que eventualmente se utilizarian en seres
humanos. Sin embargo, dado que la TG germinal estalle-
na de incertidumbres técnicas y éticas, por lo pronto no
debe llevarse a cabo.

Para algunas enfermedades, como las neurodege-
nerativas o lisosomales con compromiso del SNC, se ha
evidenciado que el dafio sobre el cerebro empieza a desa-
rrollarse varias semanas antes del nacimiento. En estos
casos, la terapia génica in-utero probablemente no se di-
ferenciaria de otros procedimientos clinicos realizados
prenatalmente, pero seria necesario demostrar que el mis-
mo efecto no se podria lograr con una terapia neonatal
(Nevin NC, 2000).

Es importante destacar que en la actualidad las enfer-
medades genéticas son muy dificiles de tratar y curar me-
diante una sola aproximacion terapéutica 'y que quizas en
el futuro cercano tendrd que usarse una combinacién de
terapia de reemplazo enzimético, inhibicion de sintesis
de sustratos, terapia génica y transplante de células, para
lograr resultados eficientes y estables a largo plazo.

Los reveses encontrados en los Ultimos afios han ser-
vido para volver los ojos a la investigacion basica

involucrada en estos procesos, con el fin de hacer de la
terapia génica un método mas seguro y eficaz en el futu-
ro. A raiz de los inconvenientes encontrados en los pa-
cientes que estaban sometidos a terapia génica en Parisy
en Pensilvana, se suspendieron |os protocol os en que ellos
estaban involucrados y otros similares que se estaban rea-
lizando en Estados Unidos y Gran Bretafia. Sin embargo
el nimero de laboratorios alrededor del mundo que estan
trabajando en estos procedimientos se calcula cercano a
los 2000. En resumen, €l equilibro entre el dafio incierto
y los beneficios deseados ha sido examinado y pondera-
do desde instancias religiosas, éticas y del interés publi-
co, llegandose a la conclusién de que los estudios y
aplicacion de la manipulacion genética somética realiza-
da con fines terapéuticos deben proseguir.

Con €l fin de contribuir a la bisqueda de soluciones
terapéuticas para enfermedades genéticas como los EIM,
desde hace algunos afios €l Instituto de Errores Innatos
del Metabolismo de la Pontificia Universidad Javeriana,
ha enfocado parte de sus esfuerzos a la investigacion en
terapia génica y terapia de reemplazo enzimético para
enfermedades lisosomales. Se han adelantado estudios de
transferencia génica para los sindromes de Hunter y
Morquio A, logrado la construccién de un casette de ex-
presién episomal paralalDS, deficiente en la enfermedad
de Hunter. Esto ha permitido la reparacién in-vitro del
defecto en células provenientes de un paciente con enfer-
medad de Hunter (Gutiérrez M, et al., 2001). Por otro
lado, mediante el uso de un vector AAV que expresaba la
enzima GALNS bajo el control del promotor del
citomegalovirus, se logré corregir in-vitro la deficiencia
enzimética en fibroblastos de un paciente con sindrome
de Morquio A, usando un sistema de produccién de AAV
recombinantes libre de adenovirus y con un elevado titu-
lo de particulas virales (Barrera LA, 2003). Actualmente
se estan evaluando dos promotores eucarioticos, con €l
objetivo de mantener |a expresiéon de la enzima durante
un mayor intervalo de tiempo y se espera seguir profundi-
zando en esta area para que en un mediano plazo poda-
mos ofrecer a los pacientes con estas enfermedades, una
terapia mas duradera, seguray eficaz.
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