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I EEEEEE——
RESUMEN

La curacion del cancer ha probado ser un objetivo escurridizo, ya que la supervivencia en muchas neoplasias
malignas comunes aun es insatisfactoria y los efectos adversos del tratamiento son importantes por su fre-
cuencia y severidad. La dilucidacion de las vias de sefializacion implicadas en la genésis y progresion del
cancer ha permitido disefiar farmacos que las modulan y contribuyen a hacer del cancer una enfermedad
manejable. Pero estas alteraciones en ultima instancia pueden ser rastreadas hasta genes ausentes y disfun-
cionales, y la transgénesis terapéutica, o terapia génica, (TG) mediante acidos nucleicos puede modificar la
funcion de los genes respetando células normales, coregir vias de sefializacion alteradas con menor proba-
bilidad de resistencia al tratamiento’*. (J CANCEROL. 2017;4:74-81)
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ANTECEDENTES

La TG ha sido utilizada con éxito en desordenes
hereditarios monogénicos, como la deficiencia de
lipoproteinlipasa, la inmunodeficiencia debida a la
deficiencia de la desaminasa de adenosina (ADA-
SCID), la inmunodeficiencia severa combinada
ligada al cromosma X (SCID-XI) y la adrenoleuco-
distrofia®®. Sin embargo el cancer es una enfer-
medad mas compleja, por lo que se requieren
estrategias mas complejas. La TG puede modifi-
car, reparar, reemplazar, adicionar o borrar una
secuencia génica para detener las sefiales intra-
celulares que promueven el cancer inhibiendo
oncogenes y reconstituyendo genes supresores,
pero otras estrategias podrian restablecer la ca-
pacidad del sistema inmunitario de reconocer cé-
lulas neoplésicas, potenciar quimioterapéuticos e
impedir el desarrollo de la vasculatura tumoral.

A continuacion resefiamos la investigacion en re-
lacion a la TG para el tratamiento del cancer.

LOS BLANCOS DE LA TERAPIA GENICA
EN CANCER

Actualmente, la secuenciacion masiva posibilita el
analisis de la totalidad del genoma humano, lo
que ha permitido identificar diferencias molecula-
res que subyacen en distintas enfermedades. En
el cancer se han identificado alteraciones genéti-
cas responsables y las vias de sefializacion impli-
cadas’®. Esto ha llevado al desarrollo de una nue-
va generacion de estrategias de terapia
oncolodgica, que incluyen el uso de anticuerpos
monoclonales contra receptores para factores de
crecimiento, moléculas «pequefas» inhibidoras
de cinasas de tirosina implicadas en las vias de
sefializacion alteradas'®, farmacos epigenéticos
que corrigen la expresién de genes alterados y
la TG. La TG'"4, en contraste, utiliza acidos nu-
cleicos especificos, ADN, ARN o pequefios ARN
de interferencia (ARNi), para intervenir los proce-

sos moleculares, incluidos los subyacentes al
cancer, para detener el fenotipo maligno o propi-
ciar la muerte de la célula tumoral. EI ARNi es una
coleccion de pequefios ARN que resultan en la
inhibicion especifica de secuencias de la expre-
sién génica's’.

Las estrategias de la TG se sustentan en el cono-
cimiento de las alteraciones moleculares implica-
das en el cancer, el disefio y sintesis de acidos
nucleicos que modulan o corrigen dichas altera-
ciones y en el desarrollo de vectores que llevan
hasta las células los acidos nucleicos para que
interactien con sus blancos y ejerzan su efecto
antineoplésico, directo o indirecto’®.

Por razones logicas, en el cancer las estrategias
se han enfocado en inhibir, restaurar o modular
las alteraciones moleculares fundamentales, o
potenciar el efecto de los quimioterapéuticos con-
vencionales. En consecuencia, sus blancos son
los productos de oncogenes activados constituti-
vamente: la «inhibicién de oncogenes» y la «re-
constitucion de genes supresores» para restable-
cer el control mitético perdido’™-?'. Sin embargo,
se han propuesto estrategias mas sofisticadas,
como restablecer la capacidad del sistema inmu-
nitario para reconocer las®??3 células neoplasi-
cas, la «inmunopotencializacién génica», usar
profarmacos para inducir la muerte de células
tumorales con la participacion de genes codifi-
cantes para enzimas activadoras («genes suici-
das»)?* e impedir el desarrollo vascular tumoral,
indispensable para el crecimiento y diseminacion
tumoral®5-28,

LOS VECTORES

La aplicacion exitosa de la TG depende del de-
sarrollo de transportadores de acidos nucleicos
con fines terapéuticos al tejido blanco?®. No exis-
te un vector estandar, pero el vector ideal debe
producirse con facilidad, su troficidad debe estar
restringida a las células deseadas y debe ser
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capaz de una transduccion eficiente, ademas de
contener las secuencias génicas necesarias para
obtener la expresion en niveles terapéuticos de la
proteina de interés por tiempo adecuado. Ade-
mas, el vector debe ser poco inmunogénico y no
carcinogénico®. Los vectores pueden clasificarse
en virales y no virales; ambos con propiedades
distintas, resumidas en la tabla 1.

Los métodos no virales, con mas precision, inclu-
yen la inyeccion directa de ADN desnudo, el uso
de liposomas, polimeros, péptidos, nanoparticu-
las, particulas pesadas cubiertas con acidos nu-
cleicos (gene gun), bacterias, la sonoporacion y
la electroporacion!-33, pero con mas frecuencia
se utilizan virus como vectores. Los adenovirus,
virus adenoasociados, retrovirus, poxvirus y her-
pes virus son los més utilizados. Por sus caracte-
risticas y eficacia destacan los adenovirus®*.

Estructura y genoma de los adenovirus

Los adenovirus infectan células posmitéticas, in-
cluyendo células endoteliales, hepatocitos, fibro-
blastos, musculo esquelético, musculo cardiaco,
neuronas y pulmén®. Los serotipos 2 y 5 son los
mas empleados. La capside icosahédrica de 70
a 100 nm esta compuesta por la hexona, la base
pentona () y la fibra (1V). Su interior contiene las
proteinas VI, VIII, IX, llla, y IVa2. EI genoma con-
siste de 36 kilopares de bases (kpb) de ADN lineal
de doble hebra con terminaciones repetitivas in-
vertidas (ITR, inverted terminal repeats)®® (Fig. 1).

Tabla 1. Propiedades de los vectores en la terapia génica
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Ciclo de vida adenoviral

El ciclo de vida del adenovirus silvestre tiene una
fase temprana y otra tardia. La primera fase dura
entre 6y 8 horas y en ella ocurre la interaccion del
adenovirus con receptores celulares especificos, la
entrada a la célula mediante endosomas, la libera-
cion del virus y transporte a través del citoplasma,
inyeccion del genoma viral al nucleo; finaliza con
la transcripcion de genes «tempranos» (early ge-
nes. E1, E2, E3, E4). La fase temprana prepara a
la célula para la replicacion del genoma viral y la
transcripcion de genes «tardios» (late genes: L1,
L2, L3, L4 y L5). La fase tardia (late phase) dura de
4 a 6 horas, se caracteriza por la transcripcion de
genes «tardios» que codifican proteinas estructu-
rales, el ensamblaje de particulas virales y la libe-
racion de las nuevas particulas virales al medio®’.
La expansion in vitro de adenovirus recombinantes
con delecion de E1A requiere que este gen sea
transcomplementado por una célula con dicho gen
integrado establemente en su genoma. Las células
293, 911 y PER.C6 realizan esta funcion y permiten
la sintesis de vectores adenovirales in vitro®8°,

La infeccion adenoviral

La infeccion adenoviral requiere la interaccion del
nodo (knob) en el extremo amino de la fibra y el
receptor putativo CAR (Coxsackie/Adenovirus Re-
ceptor), y entre la pentona, en la base de la fibra
(penton), con las integrinas aV-b3 o aV-b5
(Fig. 2)40-42

Vector In vivo In vitro Eficiencia relativa Duracion de la expresion
de la transfeccion

Inyeccion directa de ADN Si No No aplicable Transitoria
Electroporacion Si Si <5% Transitoria

Liposomas Si Si 50-60% Transitoria

Retrovirus Si Si <5% Estable

Adenovirus Si Si 95% Transitoria
Adenoasociados Si Si 60-80% Estable
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Figura 1. Estructura adenoviral. A) Los adenovirus son de froma icosahédrica y miden de 70 a 100 nm de didmetro. La cépside estd com-
puesta de tres proteinas principales: la hexona (I1), la base pentona (lll) y la fibra (IV). En el interior contienen proteinas secundarias deno-
minadas VI, VIII, IX, Illa'y IVa2. B) El genoma de los adenovirus consiste de 36 kpb de ADN lineal de doble cadena (rojo) con ITR unidas a

proteinas de terminacion (verde).
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Figura 2. Cinética de la infeccion adenoviral.

Estudios in vitro con adenovirus marcados han
establecido que un minuto después de la infec-
cion el 99% de las particulas estan asociadas a
la membrana celular, a los 30 minutos el 80% de
los virus han ingresado a la célula y van rumbo al
complejo del poro nuclear. Finalmente, hacia los
60 minutos el 90% de los virus se ubican en el
citoplasma (Fig. 2).

Los vectores adenovirales en uso para
la terapia génica

El genoma del adenovirus silvestre esta constitui-
do por 36 kbp de ADN lineal de doble hebra. Los
adenovirus de primera generacion incorporaban
hasta 7.5 kbp dedicados al casete de expresion
codificante para el gen de interés al retirar las
secuencias de los genes E1A y E3. Posteriormen-
te se retiraron las secuencias del gen E2 y se
amplio la capacidad del casete. Luego se gene-
raron adenovirus «minimalistas» o «destripados»
(gutless) que retienen solamente la secuencia em-
paquetadora y las ITR del genoma adenoviral sil-
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vestre. Estos permiten casetes de expresion que
exceden los 30 kbp. La ultima generacion de ade-
novirus recombinantes emplea adenovirus con E1
reintegrado que se replican selectivamente en
células tumorales produciendo su lisis, lo cual es
aprovechado con fines terapéuticos*-4®.

La evolucion de los vectores adenovirales aun
tenia obstaculos, como la inmunogenicidad ade-
noviral, prolongar la expresion del gen terapéutico
y mejorar los perfiles de transduccion in vivo*. Sin
embargo, nuestro grupo ha resuelto algunas limi-
tantes. Se han usado inyecciones intravenosas del
vector adenoviral en dosis elevadas debido a la
ineficiencia del vector; ello despierta una respues-
ta*® inmunitaria que induce la inactivacion de los
virus y la muerte de las células infectadas, que
inactiva la transduccién. Descubrimos que la in-
yeccion de pequefias dosis de particulas dentro
del parénquima hepaético aislado de la circulacién
sistémica previene la respuesta inmunitaria, lo que
se asocia a la expresion de proteinas solubles a
largo plazo, como la luciferesa, la alfafetoproteina,
la insulina y el factor VIII de la coagulacion en
modelos animales de especies pequefias e inter-
medias.

Claramente, la secrecion prolongada de proteinas
solubles promete revertir enfermedades debidas
a déficits monogeénicos, pero ;como estos hallaz-
gos pueden integrarse al tratamiento del cancer?
La pregunta es pertinente, ya que el cancer no es
una enfermedad monogénica, sino que esta ca-
racterizada por la desregulacion dinamica de nu-
Merosos oncogenes y genes supresores.

INHIBICION Y RECONSTITUCION DE
ONCOGENES Y GENES SUPRESORES

Los protooncogenes codifican proteinas propias
de las vias de sefializacion que reciben, integran
y transmiten sefiales promotoras del crecimiento
y proliferacion celular. Factores de crecimiento
atraviesan los espacios intercelulares, se ligan a
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receptores de membrana especificos, que gene-
ran sefales que recorren el citoplasma y activan
la expresion de genes en respuesta a la sefial.
Mutaciones activantes de protooncogenes activan
constitutivamente vias de sefializacion, con lo que
la proliferacion celular deviene anarquica®’. La TG
ofrece corregir la anormal activacion mediante di-
VEersos mecanismos.

En contraste, los genes supresores contrarregu-
lan la proliferacion en respuesta a sefiales como
el dafo al ADN, o sefales de supresion del cre-
cimiento provenientes del medio extracelular. Las
mutaciones inactivantes de genes supresores
propician el acumulo de otras mutaciones e in-
crementan la probabilidad de desarrollar una
neoplasia. Al restituir un gen supresor, la TG re-
vertiria el genotipo neoplasico. Los genes supre-
sores regulan fendmenos mediados por factores
de crecimiento, de adhesion celular, control del
ciclo celular, factores de transcripcion y repara-
cién del ADN. Cuando los genes supresores son
inactivados por mecanismos epigenéticos o vira-
les, las células no responden al control del ciclo
celular y se tornan incapaces de implementar la
apoptosis, contribuyendo a la inestabilidad del
genoma. Blancos terapéuticos potenciales inclu-
yen a los genes TP53, RB, PTEN, BRCAT1 vy
BRCAZ2.

China ha introducido el Gendicine®*, un gen te-
rapéutico (p53), basado en un adenovirus que ha
sido aprobado para el tratamiento del cancer de
las vias aerodigestivas superiores. Hasta la fecha,
méas de 10,000 individuos han sido tratados sin
efectos adversos serios, aunque existen dudas en
relaciéon a su eficacia®®5!,

INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS

La angiogénesis mantiene el crecimiento del tu-
mor primario, pero también la proliferacion de cé-
lulas malignas en otros ¢rganos. Resulta de una
cascada de eventos debidos a un desequilibrio
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local entre factores proangiogénicos y antiangio-
génicos®?.

La secrecion de factores proangiogénicos provie-
ne de plaquetas, monocitos, linfocitos, células
endoteliales y células tumorales; le sigue la proli-
feracion de células endoteliales y su migracion
hacia el estimulo angiogénico con la formacion de
estructuras tubulares. Esto es propiciado por la
secrecion de enzimas degradadoras de la matriz
extracelular y el reclutamiento de células troncales
pluripotenciales provenientes de la médula ésea®s.

Inicialmente, el tumor induce un fenotipo angiogé-
nico al desequilibrar localmente la concentracion
de factores proangiogénicos y antiangiogénicos.
Dos mecanismos activan el interruptor angiogéni-
co, el primero es la hipoxia y el segundo la acti-
vacion constitutiva de ciertos oncogenes o pérdi-
da de genes supresores. Cuando el tumor
alcanza un diametro mayor a 1 a 2 mm vy el oxi-
geno no puede difundirse por el tumor para sos-
tener los requerimientos metabdlicos, la hipoxia
estimula la secrecion de factores angiogénicos®.
Se ha documentado que la activacion constitu-
tiva de RAS o RAF, o la pérdida de la funcion de
p53 incrementan la sintesis de factores angiogé-
nicos.

Los factores angiogénicos mas estudiados inclu-
yen a la familia del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VE-
GF-D), el factor de crecimiento placentario, el fac-
tor de crecimiento derivado de plaquetas y las
angiopoyetinas®. Se conocen moléculas inhibido-
ras de la angiogénesis tumoral, como la trombos-
pondina, las interleucinas, la endostatina y la an-
giostatina, pero hasta ahora las ultimas son poco
Utiles debido a su corta vida media. El bevacizu-
mab ya se encuentra en uso clinico, pero es un
inhibidor exégeno. La angiostatina puede inducir
la regresion de la vasculatura tumoral conducien-
do al cese completo del crecimiento tumoral. La
secrecion continuada debida a TG inhibiria el cre-
cimiento y la diseminacion neoplasica®®.

INMUNOPOTENCIALIZACION GENICA

Las neoplasias tienen estrategias para evadir la
respuesta inmunitaria, incluyendo su pobre inmu-
nogenicidad y la creacién de un ambiente inmu-
nosupresor local. Las células T juegan un papel
clave en la inmunidad mediada por células. Célu-
las T genéticamente modificadas podrian tratar
neoplasias hematoldgicas de células B y otras
neoplasias soélidas en ensayos clinicos®”’.

La inmunoterapia se ha ensayado durante déca-
das, pero los resultados han sido modestos. Me-
diante la TG es posible, in vivo e in vitro, transfor-
mar células neoplasicas autdlogas, o alogénicas,
procedentes de lineas celulares®% para hacerlas
mas inmunogénicas, expandirlas in vitro, matarlas
e incorporarlas a una vacuna. Otra estrategia in-
cluye manipular directamente el sistema inmunita-
rio, ya que es posible activar, expandir y modificar
genéticamente in vitro y luego infundir al paciente
células propias del sistema inmunitario, como los
linfocitos T, alogénicos y autdlogos, para hacerlos
mas eficaces en su respuesta contra los antigenos
tumorales. Esta estrategia es conocida como «in-
munoterapia adoptiva» y ya ha sido aplicada con
cierto éxito en el tratamiento de melanomas vy
otros tumores®.

El antigeno®' de los linfocitos T citotdxicos huma-
nos 4 (CTLA-4, CD152) es expresado en un sub-
grupo de células T activadas como un regulador
negativo de la activacion de las células T. El blo-
queo de CTLA-4 propicia una respuesta inmuni-
taria robusta y puede conducir a una remision
neoplasica prolongada. El ipilimumab (MDX-010,
BMS-734016) es una inmunoglobulina totalmente
humanizada (Igg1k) especifica contra este anti-
geno (CTLA-4, CD152) que en dos estudios fase
Il globales ha demostrado asociarse a mejor su-
pervivencia en pacientes con melanoma avanza-
do. Inhibidores de la PD-1 en cancer de pulmén
han producido respuestas clinicas sostenidas
con toxicidad manejable®?. La TG usaria mecanis-
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mos de inmunopotenciacion para montar una res-
puesta inmunitaria eficaz contra una neoplasia
maligna.

GENES SUICIDAS

El uso de genes suicidas se fundamenta en la
especificidad de los vectores para reconocer cé-
lulas neoplasicas mediante receptores especifi-
cos, de suerte que solo las células neoplasicas
puedan expresar enzimas que conviertan profar-
macos en toxicos para las células tumorales, in-
crementando el indice terapéutico. Los mecanis-
mos propuestos para inducir la muerte celular
incluyen la expresion de cinasas de timidina,
desaminasas de citocina, anticuerpos intracelula-
res, telomerasas, caspasas y ADNasas®,

Genes suicidas ya ha sido utilizados con éxito en
neoplasias cerebrales. ElI Cerepro® es un vector
adenoviral que acarrea la cinasa de timidina del
virus del Herpes simple (HSV-tk). La HSV-tk es una
enzima activante de un profarmaco, que convier-
te en analogo de nucledtido ganciclovir al ganci-
clovir-monofosfato, el ganciclovir monofosfato lue-
go es convertido por las cinasas celulares en
ganciclovir-difosfato y ganciclovir-trifosfato, un
metabolito tdxico que inhibe la ADN polimerasa,
previniendo la replicacion del ADN. El Cerepro®
completd en 2008 un ensayo clinico fase Ill. Es
inyectado en las paredes de la cavidad del glioma
resecado®.

CONCLUSIONES

Se estima que del 60 al 70% de los ensayos de
TG en proceso estan relacionados con el trata-
miento del cancer. Esto es justificable, ya que se
trata de una enfermedad letal y de gran prevalen-
cia, aunque el cancer es la enfermedad con ma-
yores dificultades para obtener éxitos significati-
vos a corto plazo. El cancer suele deberse a un
acumulo de mutaciones, de suerte que reparar
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las vias afectadas resulta dificil, a menos que se
explote un fendémeno comun a todas las neopla-
sias, como la angiogénesis. Es mas probable ob-
tener logros significativos con enfermedades mo-
nogénicas, como los errores innatos del
metabolismo, sin embargo, su relativa rareza las
hace menos atractivas desde el punto de vista
comercial.

En fin, la TG es una prometedora estrategia que
ofrece generar tratamientos especificos, corri-
giendo las alteraciones fundamentales del can-
cer, sin embargo las neoplasias estan plagadas
de mutaciones y multiples disfunciones en vias
de senalizacion, por lo que las futuras estrategias
exitosas prometen ser complejas, o simples y ge-
niales.
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