““ DisseTE CONGRES DE METGES | BIOLEGS DE LLENGUA CATALANA
Fundacio Alsina i Bofill (ed.)

Valéncia, 2004 Llibre de Ponéncies, pp. 4348

Terapeutica génica

Salvador F. Alino

Dept. de Farmacologia, Facultat de Medicina, Universitat de Valencia, Valéncia

Correspondencia: Salvador.F.Alino@uv.es

a terapeutica genica ha estat definida de moltes maneres. A mi m’a-

grada definir-la com una nova estrategia terapeutica basada en la

utilitzacio dels acids nucleics com a medicaments o dianes terapeu-
tiques. Aquesta nova estrategia ha estat possible gracies a l'avang de mol-
tes arees del coneixement, pero fonamentalment, al desenvolupament de
la tecnologia del DNA recombinant i al profund coneixement aconseguit
de les bases moleculars de la patologia.

Inicialment, la terapeutica genica fou considerada com una estrategia
terapeutica destinada a resoldre un important nombre de malalties
monogeniques de caracter hereditari, per a les quals els tractaments dis-
ponibles mancaven d’alternativa. D’aquesta manera, s'obria una nova
esperanga terapeutica. No obstant aix0, a mesura que aquest nou proce-
diment s’ha anat posant en practica, s’ha descobert que té moltes altres
possibilitats terapeutiques i que permet abordar també el tractament de
malalties de caracter adquirit. En aquest sentit, el seu espectre de possibi-
litats és molt ampli i abasta des de malalties hereditaries com ara les
immunodeficiencies, la fibrosi cistica, I’hemofilia, la hipercolesterolemia
familiar, la deficiencia d’antitripsina o-1, fins a malalties de caracter
adquirit com ara el cancer, les malalties cardiovasculars, les malalties
infeccioses o les malalties neurologiques.
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Vectors de terapéutica génica

La terapeutica genica té, malgrat el seu gran potencial, un gran factor limi-
tant: els acids nucleics son facilment degradables pels fluids biologics i, a
més, son molecules polianioniques, de tal manera que presenten una
carrega negativa per cada grup fosfat del nucleotid. S’ha de considerar
que qualsevol molecula de DNA administrada presenta un nombre molt
elevat de nucleotids i, per tant, de carregues negatives, la qual cosa les
transforma en molecules que dificilment poden travessar les membranes
biologiques. Per aquest motiu, les cel-lules han de ser considerades molt
refractaries per a la transferencia dels gens. Per tal de facilitar I'accés dels
gens a les cel-lules, és necessari I'ts de vectors. Els vectors de terapeutica
genica han de ser considerats com a agents que faciliten el lliurament dels
gens a les cel'lules. En l'actualitat disposem de dos grans grups de vectors
per al transferiment de gens: els vectors d’origen viral i, en contraposicio,
els denominats vectors no virals.

Vectors virals. Els primers son, en general, més eficagos i entre els seus
avantatges, destaquen el tropisme i l'especificitat per certs teixits o organs
i la seva capacitat natural per infectar les cel-lules. Els vectors no virals
son, al contrari, menys eficagos, pero ofereixen, entre els seus avantatges,
la seguretat en el seu us, que esta relacionada amb la seva minima capaci-
tat per generar efectes secundaris. Cal assenyalar que, perque els virus
puguin ser utilitzats com a vectors en la terapeutica genica, és necessari fer
importants modificacions en el seu genoma, com ara eliminar-ne les
regions responsables de la seva patogenicitat o la seva replicaci¢ dins la
cellula. Es necessari fer importants esforgos d’enginyeria genética per
substituir els fragments virals eliminats per altres regions geniques exoge-
nes d’interes, a les quals denominem gens terapeutics. L'eliminacio d’a-
questes regions propies sol transformar-los en virus defectius per a la
replicacio. Aixi, per a la seva amplificacio, és necessari el concurs d’altres
cel'lules denominades cel-lules empaquetadores, les quals han estat pre-
viament modificades mitjangant la incorporacio dels gens complementaris
del virus. Aix0 permet suplir-ne la deficiencia en entrar en aquestes
cel-lules empaquetadores i completar aixi el cicle viral.

Hi ha una extensa varietat de vectors virals per a la terapeutica genica,
entre els quals hem de destacar els retrovirus, que es caracteritzen per ser
uns virus d'RNA que, després d’infectar la cel-lula i alliberar 'RNA al
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citoplasma, generen primer una copia de DNA fent servir com a motllo
I'RNA (retrotranscripcio) i finalment una copia de DNA de doble cadena
mitjancant la sintesi de la seva complementaria. La doble cadena de DNA
arriba al nucli i s’integra al genoma de la cel-lula. Aquest mecanisme té
l'avantatge de la permanencia de gens de la cel-lula i la seva transmissio
a la descendencia; ofereix, pero, com a possible desavantatge, les muta-
cions que puguin derivar-se de la seva integracio a llocs que no siguin
adequats.

Altres vectors virals molt utilitzats son els adenovirus, els quals es
caracteritzen per ser virus de DNA que, un cop entren a la cel-lula, facili-
ten l'alliberament del DNA al nucli i hi romanen com a un episoma, és a
dir, com a un fragment genic independent del genoma. La seva persisten-
cia al nucli de la cel-lula esta limitada en el temps tant per la inestabilitat
del DNA com per la seva perdua progressiva a cada nova divisio cel-lular.
En contrapartida, I'absencia d’integracio fa que no presenti efectes secun-
daris relacionats amb possibles mutacions derivades del procés d’inser-
cid, encara que aquest tipus de virus sol presentar importants respostes
proinflamatories i immunitaries. Existeixen molts tipus diferents de virus
que soOn transformats en vectors de terapeutica genica, com ara els deri-
vats del virus herpes simplex, de virus adenoassociats, del virus VIH o del
virus de la hepatitits. Cadascun ofereix els seus particulars avantatges
quant a les caracteristiques biologiques o l'afinitat pels diferents teixits o
organs.

Vectors no virals. Els vectors no virals es caracteritzen perque els gens
s’incorporen en plasmidis, que son transportats mitjangant el concurs d'a-
gents artificials com ara lipids o polimers, els quals son capagos de formar
complexos amb el DNA de forma espontania gracies a la interaccio entre
les carregues positives del complex i les negatives del DNA. L'excés de
carregues positives presents al complex ha de facilitar d’alguna manera la
interaccio amb la superficie de la membrana cel-lular, facilitant aixi la seva
internalitzacio. Tanmateix, el veritable mecanisme de l'alliberament del
DNA a l'interior de la cél-lula és actualment desconegut. Encara que els
complexos de DNA son els vectors virals més utilitzats en terapeutica
genica, també existeixen altres procediments fisics mitjancant els quals, el
DNA o bé s'associa a particules que son projectades (bombardeig) directa-
ment sobre el teixit o organ al qual es pretén transferir el gen o bé I'entra-
da a aquests teixtis o organs és facilitada mitjangant el concurs de descar-
regues electriques (electrotransferencia).
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Estrategies en terapéutica génica

Les estrategies que es fan servir a l'actualitat en terapeutica genica son
molt variades. Tenint en compte els seus objectius, podem distingir-ne
dues de principals: una esta destinada a augmentar la dotacio genetica de
les cellules, i I'altra esta dirigida a inhibir-hi I'expressio de gens especifics.

['augment de la dotaci6 genética suposa la introduccié d'un gen a
l'interior de les cel-lules, que pot codificar: a) una proteina fisiologica d’in-
teres, la qual pot contribuir a introduir funcions noves a les cel-lules o a
restablir-hi funcions que s"havien perdut; b) una toxina, la produccio intra-
cel'lular de la qual pot abocar a la mort cel-lular i, per tant, és un procedi-
ment d’interes quan es pretén limitar el creixement o I'expansio d'un grup
cel-lular; ¢) una proteina responsable de la transformacio d’un profarmac
inactiu (no toxic) en un farmac actiu (toxic), de tal manera que la seva efi-
cacia només es manifestara en aquelles cel-lules que hagin incorporat el
gen exogen; d) un antigen estrany, el qual representa la base d’'una nova
generacio de vacunes anomenades vacunes de DNA.

Les estrategies de silenciament genic suposen la inhibicio de I'ex-
pressio de gens amb una inadequada expressio que és responsable d'una
determinada malaltia, com podria ser el cas dels oncogens en el cancer.
Entre els procediments de silenciament genic, hem de distingir: a) oligo-
nucleotids antisentit, que son en realitat seqiiencies curtes de 17-21 nu-
cleotids, complementaries de regions especifiques de 'RNA o del DNA, la
qual cosa condueix a una interrupcio de la informacié genetica. La seva
eficacia dependra de les caracteristiques i del tipus d’oligonucleotid utilit-
zat. b) Ribozims, que son molecules d’'RNA amb activitat enzimatica capa-
ces d’hidrolitzar RNA especifics mitjangant el reconeixement de seqiien-
cies complementaries de nucleotids. ¢) RNA interferent, constituit per
sequiencies curtes d’'RNA de doble cadena, que pot induir la hidrolisi
d’RNA especifics a través d'un procés complex que causa inhibicio de l'ex-
pressio genica, amb una eficacia molt superior a 'aconseguida amb els oli-
gonucleotids antisentit.

Procediments de terapéutica géenica

Per introduir gens a les cel'lules amb finalitat terapeutica, disposem de
dos procediments anomenats ex vivo i in vivo, segons que el procediment
de transferencia genica tingui lloc a fora de l'organisme (sobre cel-lules in
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vitro) o en el propi organisme. En el primer cas, les cél-lules son modifica-
des geneticament fora de l'organisme, amplificades i posteriorment selec-
cionades, segons la seva capacitat per portar a terme correctament les
noves funcions que li han estat conferides pel gen. Aquest procediment té
lI'avantatge que, després de la transfeccio, les cel-lules poden ésser ben
caracteritzades i només seran reincorporades a I'organisme quan complei-
xin les caracteristiques de seguretat suficients per a ser transplantades. Les
cel-lules utilitzades poden procedir d’un organ normal, d'un tumor, i en
ocasions, de cel-lules troncals o cel-lules mare. El segon procediment és, en
principi, més senzill i suposa 'administracio sistemica de gens o vectors
genics, els quals han d’arribar a l'organ o teixit especific, entrar a la
cel-lula, arribar al nucli i generar l'efecte terapeutic desitjat. Malaura-
dament, amb aquest procediment és més dificil arribar amb exit al procés
de transfeccio selectiva. No obstant aix0, s’estan realitzant importants
esforgos per aconseguir l'especificitat cel-lular mitjangant la incorporacio,
bé en la construccio genica de promotors especifics de teixit, bé mitjangant
la incorporacio en el vector de lligands o anticossos que permetin reconei-
xer receptors o determinants antigenics especifics en la superficie de les
cel-lules i facilitar I'entrada del DNA per un mecanisme mediat per un
receptor.

En la present exposicio es presenten dos exemples representatius
d'ambdos procediments de terapeutica génica. Com a exemple de proce-
diment de terapeutica génica «ex vivo», hem modificat geneticament
cel-lules de melanoma de ratoli mitjangant la incorporacié del gen mGM-
CSF. Després d’aconseguir cel-lules que produeixen la proteina de forma
estable (clons) es va procedir a irradiar les cel-lules i utilitzar-les com a
vacunes contra el tumor. S’ha comprovat que la vacunacié pot arribar a
protegir el 100 per cent dels ratolins contra la implantacio posterior del
tumor. Com a exemple de procediment de terapeutica genica «in vivo»
hem transferit al fetge del ratoli el gen huma «-1 antitripsina, mitjangant
un procediment no viral denominat hidrodinamic. Ates que la proteina és
secretada pel fetge a la circulacio sistemica, és possible avaluar l'eficacia
del procediment de transferencia génica mesurant els nivells plasmatics
de la proteina humana en el plasma dels ratolins transfectats. Els nostres
resultats posen de manifest, mitjangant estudis de dosi-dependencia, que
la resposta aconseguida és gradual, depén de la dosi, té un efecte maxim
per sobre del qual s’aconsegueixen efectes toxics i una menor resposta i,
el que és més important, és possible aconseguir nivells plasmatics tera-
peéutics de la proteina en sang durant periodes de temps molt prolongats
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d’entre sis i vuit mesos, passats els quals és possible administrar noves
dosis i recuperar de nou els nivells terapeutics.

A partir dels resultats aconseguits, podem concloure de forma general:
a) els vectors no virals poden modificar geneticament les cel-lules amb
l'eficacia suficient per aconseguir respostes d’interés terapeutic; b) en
models experimentals de terapeutica genica del cancer s’aconseguex inhi-
bir el creixement del tumor i fins i tot prevenir-ne el desenvolupament; c)
els resultats donen suport a la idea que el perfeccionament dels procedi-
ments no virals permetra, en un futur proxim, formular els gens com a
medicaments.



