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€7 TERAPIA GENETICA |




La transferencia o introduccion de material genético a una
célula eucaridtica con el propésito de alterar el curso de una
enfermedad o corregir una alteraciéon metabdlica o genética.
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Las enfermedades que pueden tratarse con esta estrategia terapéutica son
variadas e incluyen desde las monogénicas hereditarias hasta las poligénicas e

infecciosas.

Manipulaciéon genética.

* consiste en insertar un gen funcional que exprese la proteina terapéutica en el tejido indicado.

Supresion génica.

* El objetivo es disminuir o anular la expresiéon de algin gen o genes a través de ARN de ARN;,
oligonucledétidos antisentido o ribozimas.




| Clasificacion

Segun el tipo celular.

Terapia génica en células germinales.

* También denominada terapia eugénica, va dirigida a células
germinales (espermatozoides y évulos).

Terapia génica en células somdaticas.

* En este tipo de estrategia, uno o mds tejidos son sometidos a terapia
génica mediante administracion sistémica, tratamiento directo o
previa extirpacién del tejido.



Segun la metodologia.
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Terapia génica ex vivo.

Este método se basa en la obtencién y el aislamiento de un tipo celular
especifico del paciente que se va a tratar; estas células se cultivan en el

laboratorio, en donde se les introduce el gen terapéutico con ayuda de un
vector.

Terapia génica in vivo.

Este método consiste en la introduccion directa del gen terapéutico al
torrente sanguineo del paciente, que llegard al érgano blanco, o bien se
administra directamente en el érgano o tejido.




* Se trata de una
microinyeccion que introduce
7 e el dcido nucleico
genICd directamente a la célulq,
in Si'l'U para lograr la obtencién de
organismos recombinantes.

Terapia
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Métodos de envio de genes

Sistema no
viral

Vector viral

e Se denomina
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transduccion Se denomina

transfeccion




Este método emplea un aumento de conductividad eléctrica y la

¥ ¥ | RECTOCEU IR permeabilidad de la membrana plasmatica celular causado por
X ': ’ : un campo eléctrico aplicado de manera externa. Es habitual en

o biologia molecular como forma de introduccion de diferentes
Electroporacién « ,—‘ sustancias en las células.
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El bombardeo de particulas constituye una técnica efectiva de
transferir genes tanto in vitro como in vivo. En este método
fisico el plasmido o porcién de ADN es recubierto en su
superficie por gotas de oro o tungsteno, de 1 a 3 micras de
diametro. Estas particulas, aceleradas por una descarga
eléctrica de un aparato o por un pulso de gas, son disparadas
hacia el tejido.

Bombardeo de particulas

Otra alternativa para el bombardeo de particulas es |a inyeccion
directa del ADN o ARN puro circular y cerrado covalentemente.
Una desventaja fundamental que cabe sefialar es que los
niveles y persistencia de la expresion de genes dura un corto
etode Inyeccién directa de periodo.
. ADN

Los fosfatos forman un complejo con el ADN y éste se deposita
sobre la membrana celular, el cual es endocitado.

Precipitacion con fosfato

DEAE-dextréan es utilizado en células animales para transfectar
ADN foraneo. El ADN se afiade a |a solucién donde se une e/o
interactia con ADN cargado negativamente.

Este procedimiento se usa para una transfeccion transitoria atil

DEAE-dextran en varios estudios de biologia molecular




Los liposomas catidnicos consisten en la mezcla de un lipido
cationico de carga positiva y varias moléculas de ADN con carga
negativa, debido a los fosfatos de la doble hélice

Métodos

P | Posomas




Estos virus, una vez en el interior de la célula infectada, copian
su genoma, constituido por ARN, en forma de ADN bicatenario;
posteriormente, este dltimo fragmento de ADN se integra en el
genoma de la célula infectada. El genoma viral permanece
integrado en un cromosoma celular, mientras produce nuevos
virus continuamente, transmitiéndose de generacidn en
generacion de la misma manera que cualguier otro gen celular.
Sin embargo, cabe resaltar que estos vectores presentan como
desventaja una insercidn al azar, lo cual podria conducir

a derivaciones oncogénicas.

Retrovirus

Estos vectores presentan un material genético compuesto por
ADN bicatenario lineal. El potencial de estos virus como
vectores génicos recae en la habilidad tanto de llevar grandes
secuencias deADM, como para establecer infecciones latentes
de larga duracidn. Los herpesvirus son muy diversos y varian en
su tamafio de genoma, asi como en la organizacion del mismao,
lo cual conlleva a tener diferentes clases de ambos.

Herpesvirus

Métodos Los vectores adenovirales son virus no envueltos de doble
virales I cadena de ADN Son deficientes en replicacion y requieren de
’ un sistema de complementacion que es la linea celular
\ /. HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) modificada para gue
produzca constitutivamente los elementos E1 virales, que son
! suprimidos en el vector adenoviral. Tienen la ventaja de gue se
.'-""' "'\. logra con ellos un alto nivel de expresion, son relativamente
' faciles de manejar, infectan un buen ndmero de tipos celulares
i y tienen la capacidad de infectar células que no se estan
dividiendo.

Adenovirus

El virus AAV es un virus no patdgeno muy comun en el humano
(mas de 80% de la poblacidn posee anticuerpos contra el AAV).
Su principal interés consiste en que es el dnico virus conocido
de mamifero que se integra especificamente en una regién
concreta del genoma de la celula, en el brazo corto del
cromosoma 19 humano.

Actualmente, su limitacién principal es que los vectores son
dificiles de desarrollar en grandes cantidades y se requiere un
gran numero de particulas viricas para transducir las células,
para lo cual hasta ahora no se han desarrollado las células de
encapsidacién ideales y el tamafio del gen que pueden integrar
es muy limitado (menos de 4 kb).

Adenoasociado




METODOS NO VIRALES

Basan su accién en la entrega directa de la informacidn
genética dentro de la célula blanco.

Estos sistemas muestran una baja toxicidad.

Su costo es bajo.

La transferencia de genes es generalmente ineficiente y
transitoria.
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Estos procedimientos se dividen, en fisicos y quimicos
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FISICOS

Electroporacion

* Se utiliza para cultivos celulares y consiste en el uso de una celda donde
se colocan las células, que se adapta a un electroportador que genera
una corriente eléctrica del orden de milivoltios, con una duraciéon de
milisegundos, para generar orificios en la membrana celular.

Bombardeo de particulas

* Es el método de eleccién para la transfeccidn de células vegetales, ya
que la pared celular es un obstdculo fisico que bloquea de manera
natural la transduccidn.

Microinyeccion

* Consiste en la inyeccion directa de ADN en el ndcleo celular mediante una
microjeringa y un microscopio éptico, lamado micromanipulador.



QUIMICOS

Precipitacion con fosfato de calcio.

* Se utilizan para la transferencia de informacién genética en células tanto
bacterianas como eucariotas. Estos consisten en formar un precipitado insoluble entre
el cloruro de calcio y el ADN en una solucién salina de fosfatos.

DEAE-Dextran

* Esta técnica difiere de la del fosfato de calcio en que se emplea sélo para la
transfeccion transitoria de células y se utiliza de manera eficiente sélo en algunas
lineas celulares eucariotas; debido a su toxicidad en otras no resulta adecuada.

Liposomas

* Esta técnica se basa en el uso de moléculas lipidicas de carga neta altamente
positiva que interactian con el esqueleto fosfatado de la molécula de ADN.




TRANSFERENCIA DE GENES POR UN VECTOR VIRAL

4 N

Los vectores virales son virus manipulados genéticamente para eliminar
su capacidad autorreplicativa y en su genoma puedan incorporar
genes terapéuticos.

- )

* Emplean los mecanismos naturales de infeccién viral para introducirse en la célula e
introducir el gen terapéutico que contienen.

4 N

ofrecen grandes ventajas respecto a los no virales, y en general
presentan una habilidad elevada para transducir células, por lo que
son los modelos de eleccidén para protocolos clinicos de terapia génica
in vivo.

)




Los virus que se
utilizan como
vectores virales

' Retrovirus

Baculovirus

Herpesvirus Adenovirus

Adenoasociados



LINEAMIENTOS PARA SER UN VECTOR
IDEAL

RN

Su produccién debe ser fdcil
y eficiente.

N

RN

No debe ser téxico o inducir
reacciones inmunolégicas en
el paciente.

N

RN

Debe ser capaz de infectar a
células tanto en reposo como
en replicacién.

N

RN

Debe transducir tipos
celulares de manera
especifica.

N



los vectores pueden
clasificarse como vectores
integrativos o no integrativos.

* Constituyen el grupo viral més desarrollado como vectores para protocolos
Retrovirus clinicos. Los retrovirus recombinantes mds usados son Lentivirus, derivados del
virus de la leucemia murina.

* Son virus de doble cadena de ADN, de la familia Herpersviridae; el género
mds usado como vector es Simplexvirus. El herpes virus puede ser una
herramienta muy valiosa en células del sistema nervioso central, ya que sus
células diana son las neuronas y se trata de un virus integrativo.

Herpes virus




Adenovirus

* Los adenovirus son miembros de la familia Adenoviridae. Se trata de
virus de ADN de doble cadena, con una longitud de 30 a 35 kb, y
pueden aceptar hasta 8 kb de material genético exdgeno.

Virus adenoasociados

* Los AAV son virus relativamente pequenos, de 45 a 60 nm de didmetro,
cuyo ADN es de cadena sencilla, con una longitud de 4.7 kb. Tienen una
capacidad limitada para la insercién de genes, de sélo 1 kb, y son
capaces de infectar tanto células en reposo como en replicacion.



Ventajas

Desventajas

e Transduccion eficaz.

* Integracion gendémica y expresion
persistente.

* Permite la expresion a largo plazo del
gen terapéutico.

* Penetra efectivamente en las células de
division.

* Se integra en material genético de la
célula huésped sin introducir los genes
virales.

¢ Dependencia de la division celular.

e Dificultad para controlar y asegurar la
expresion.

¢ E| tamaiio de los genes que se
introduciran es limitado.

¢ Existe potencial de daifio al genoma, por
integrarse en éste al azar.

Adenovirus

¢ Se logra un alto nivel de expresion.

® Relativamente faciles de manejar.

® Infectan un buen namero de tipos
celulares (incluyendo células que no se
estan dividiendo).

¢ | eve efecto como agentes patégenos en
el ser humano (p. ej., resfriados).

® Expresan varias proteinas virales que
resultan inmunogenéticas.

e | a introduccion repetida no es
satisfactoria normalmente, a menos que
la exposicion inicial esté acompanada de
una modulacién inmunolégica para
suprimir la respuesta inicial a las
proteinas de la capsula adenoviral.

Adenoasociado

¢ Generan baja respuesta inmune.

* Requieren de los genes virales para
integrarse.

e Sélo transluciran células en presencia de
un adenovirus.

e E| tamano del gen que pueden integrar
es muy limitado (menos de 4 kb).

* Necesitan un gran numero de particulas
viricas para transducir las células.

e La preparacion de particulas viricas de
vectores AAV es dificil.




CARACTERISTICAS DESEABLES DE UN VECTOR

Facilidad
para
producirse a
titulos
elevados

Metodologia
de
produccién
rdapida y
reproducible

Introduccién
del transgén
precisa y
estable

Respuesta
inmune nula
o minima en
el huésped

Transgén
mas
elementos
regulatorios



ARN DE INTERFERENCIA




APLICACIONES CLINICAS DE LA TERAPIA GENICA

Terapia génica Terapia génica
contra contra la
enfermedades cirrosis
monogénicas hepdtica

Terapia génica Terapia génica

contra agentes contra el
infecciosos cancer




