| TEWADE REVISION

Terapia genética para la infeccion por VIH.

CHINEN Javier*

El Sindrome de Inmunodcficiencia Adquirida
(SIDA), producido por el Virus de Inmu-
nodeficiencia Humana (VIH), ha adquirido caracte-
risticas de pandemia y es motive de preocupacion
mundial. En el Perd, se han diagnosticado mas de
4,500 casos de SIDA vy se calcula que alrededor de
cincuenta mil personas estdn infectadas con el VIH,
De estos ultimos, aproximadamente ¢l 75% desarro-
Ilardn la enfermedad en los préximos cinco afios.
Mas de veinte millones de personas estdn infectadas
alrededor del mundo, siendo mujeres y nifios las
poblaciones cuyas tasas de infeccidn estdn aumen-
tando con mayor rapidez (1,2). Labiologia molecular
del virus ha sido bastante estudiada. La secuencia
genética del virus y la variedad de proteinas virales
que son sintetizadas son conocidas, asi como la
regulacién de la replicacién viral. Desafortunada-
mente, la terapia anti-VIH estd lejos de ser 6ptima.
Las actuales combinaciones de drogas anti-VIH re-
tardan la progresion de la enfermedad y la aparicidn
del SIDA, pero el efecto a largo plazo no es claro.
Zidovudina, la primera droga anti-VIH que demos-
tré reducir la concentracién de virus en plasma y la
recuperacion de los linfocitos T, asi como inducir
una aparente mcjoria clinica en los pacientes, no
demostré poder reducir la mortalidad por SIDA (3).
Nuevas drogas anti-VIH estdn siendo probadas con
diferentes protocolos de tratamiento; sin embargo,
la posibilidad de desarrollo de resistencia a estos
medicamentos es ain alta, debido a que el virus
muta con una frecuencia extraordinaria. Ademds,
los efectos adversos son bastantes severos y fre-
cuentes. Muchos pacientes no teleran estos efectos
y no pueden cumplir con el esquema de tratamiento

4).

Ademads de las medidas de prevencion, es nece-
sario el desarrollo de nuevas y eficientes estrategias
terapéuticas para la infeccion por VIH. Nuevos en-
foques biologicos para el tratamiento de la infec-
cion por VIH han sido propuestos, y entre ellos estd
¢l uso de la terapia genética. La infeccién por VIH
puede ser considerada una enfermedad genética ad-
quirida, pues ¢l virus sc integra dentro del genoma
de la célula infectada, se replica con ella y tiene el
potencial de expresarse hasta que la célula muere.
El virus se transmite verticalmente de madre a hijos
y la persona infectada se convierte en mosaico para
los genes del VIH. En forma general, la terapia
genética puede definirse como la hematopoyéticas
del paciente, transducirlas con el gen protector y
reinfundirlas al paciente, esperando regencrar la
poblacion de células del sistema inmune con células
protegidas contra la replicacion del VIH. Sin em-
bargo, este sistema ticne atn importantes limitacio-
nes: la eficiencia de transduccién es relativamente
baja y se requicre que la célula a transducir esté
dividiéndose. Varios grupos estdn trabajando inten-
samente para reducir esta limitaciones, probando
diferentes métodos de transduccién con la ayuda de
diferentes citoquinas y ensayando nuevos vectores
retrovirales que se integren en el genoma celular sin
necesidad de que la célula se esté dividiendo.

El gen terapéutico ideal debe ser efectivo, no
toxico y activo contra diferentes cepas de VIH.
Algunos genes que han sido ensayados con éxitos
son: los transdominantes negativos de las proteinas
virales Tat, Rev, Gag y Env; TAR y RRE, moléculas
ARN anti-sentido y ribozimas (6). Al momento, los
resultados son optimistas y cuatro de estas estrate-
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gias han sido aprobadas para ensayos clinicos en los
Estados Unidos. Los resultados de uno de estos
estudios han sido publicados. Woffendin et al. ha
demostrado una ventaja de sobrevida de células T
periféricas que expresan un transdominante negati-
vo de Rev, en pacientes infectados con VIH (7).

A falta de modelos animales satisfactorios, estos
genes inhibidores de la replicacién del VIH son
ensayados badsicamente en el laboratorio, transfi-
riendo los genes protectores a linfocitos de donan-
tes e infectdndolos luego con diferentes cepas de
VIH. La inhibicién de la replicacion viral en estos
cultivos, y la sobrevida de los linfocitos a la infec-
ci6n son los indicadores que miden la efectividad de
un gen candidato. Adicionalmente, se realizan ensa-
yos transduciendo células hematopoyéticas y mi-
diendo la proteccién anti-viral en las células dife-
renciadas.

Estrategias para la terapia genética anti VIH (Ta-
bla N° 1)

a) Estrategias basadas en ARN:

Este grupo incluye las secuencias anti-sentido,
las ribozimas y los seiiuelos (decoys) de ARN. Las
posibles ventajas es estas estrategias son: menor
probabilidad de inmunogenicidad, mayor facilidad
de expresion a altos niveles y no ser especifico para
determinada cepa de HIV. Algunos problemas aso-
ciados con estas estrategias son la dificultad de
colocalizacién de ribozima con la secuencia contra
la cual estd dirigida, la bja estabilidad de las molé-
culas de ARN y la posibilidad de resistencia tempra-
na, pues la mutacién de una sola base en la secuen-
cia del virus puede alterar la cinética de launidn con

Tabla N°1. Principales estrategias para la terapia
genética anti-VIH.

BASADAS EN ARN BASADAS EN PROTEINAS

- Antisentido - Proteinas transdominantes
Gag Tat
TAR Rev
Rev Gag
LTR Env
- Ribozimas - Toxina diftérica

Tipo cabeza de martillo: - Anticuerpos de cadena Unica

Nef gp120
Tat Transcriptasa reversa
Rev Tat
Tipo Hairpin: : Rev
Pol

Secuencia 5' lider
- Sefiuelos de ARN

TAR

RRE

la secuencia de ARN (8).

I.-ARN anti-sentido. Estas moléculas se unen a
las secuencias de ARN virales para bloquear la
traduccién de los mensajes o promover su degrada-
cion. Chaterjee et al. estudié una molécula anti-
sentido dirigida al promotor del VIH, utilizando
adeno-asociados como vector. Ellos demostraron
una reduccion en la expresion de la actividad del
promotor de VIH y una reduccién de los titulos
virales (9). Otros han acoplado estas moléculas
anti-sentido con compuestos que inhiben la
polimerizacién de dcidos nucleicos, obteniendo tam-
bién una disminucién de la replicacion viral (10)
introduccion de genes dentro del genoma de una
célula, con el propésito de modificar su fenotipo de
manera que alivie una determinada enfermedad. El
uso de la terapia genética para infecciones virales,
llamadas también “inmunizacién intracelular”, se
basa en la transferencia de genes (transduccidn)
para inhibir la replicacién viral dentro de la célula,
previniendo la diseminacidn del virus.

VIH. Organizacion y ciclo celular

Como todos los retroviruses, el VIH es un virus
ARN de una sola hebra que presenta en cada extre-
mo las repeticiones terminales largas (LTR), y tres
genes estructurales: gag, que codifica un precursor
poliproteico, pol, que codifica tres enzimas virales:
preteasa, transcriptasa reversa y integrasa; y env,
que codifica glicoproteinas de membrana. El1 VIH
es también un retrovirus complejo que, ademds de
los genes estructurales, expresa seis genes que regu-
lan la replicacién viral. (Figura N° 1).

El ciclo celular del VIH comienza con la unién
de la proteina viral gp 120 al receptor CD4 en la
membrana de los linfocitos T. Otras proteinas de
membrana pertenecientes al grupo de quemokinas
C-C han sido reportadas recientemente como co-
factores esenciales para la infeccién. Después de la
entrada del virus, la transcriptasa reversa asociada
al virus transcribe ¢l ARN genémico viral y produce
ADN viral de doble hebra, el cual es transportado
hacia el ndcleo. La integrasa viral permite la inte-
gracion del ADN viral en el genoma de lacélulla. La
expresion de los genes virales es iniciada por el
promotor del VIH y es aumentada por factores de
transcripcion celular, los cuales estdn desafortuna-
damente también asociados a los procesos de acti-
vacion de los linfocitos T. Asi cada vez que los
linfocitos T infectados se activan, la transcripcion
del virus es también activada. Los genes regulado-
res tat y rev son los primeros en ser expresados, y
son necesarios para modular la sintesis de ARN
mensajero. La proteina Tat aumenta la transcripcion
del genoma viral en 10,000 veces. La proteina REv
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Figura N° 1.a. Organizacién genética del VIH. ViH produce diversas proteinas de acuerdo a los diferentes marcos de lectura
(“open-reading frames”) y sitios de escincién. Nef, Tat, Rev, Vif, Vpry Vpu son proteinas reguladoras de la transcripcién
del genoma viral PRO, proteasa R, vpr. U, vpu. b. Regulacién de la expresién viral por Tat y Rev. Tat estabiliza y aumenta
los mensajeros de RNA. Rev permite la expresion de proteinas estructurales necesarias para la maduracién del virus.
(Tomado de Cullen BR: Mechanism of action of regulatory proteins encoded by complex retroviruses. Microbiol. Rev. 1992;

56: 375-394).
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es esencial para la expresion de proteinas estructu-
rales necesarias para las etapas finales de la
replicacién viral: el ensamblaje, la maduracién y la
salida de las particulas virales (Figura N° 1b).

Terapia genética para la infecciéon por VIH.

En la infeccidon por VIH, la terapia genética esta
siendo aplicada para generar linfocitos capaces de
inhibir la replicaci6én del virus. El VIH infecta pri-
mordialmente linfocitos CD4-positivos y monocitos,
en consecuencia, un gen terapéutico debe ser
transducido a estas células CD-4 positivas, a
monocitos o a células hematopoyéticas
pluripotenciales. Si se consigue conferir la protec-
cién anti-VIH a las células hematopoyéticas, las
células que se diferencien de ella estardn protegidas
y asi esta proteccioén se mantendrd de por vida. El
vector de genes mis apropiado para transducir célu-
las hematopoyéticas es el retrovirus murino, porque
existe ya gran experiencia para la transduccion de
células hematopoyéticas y porque la integracion del
gen transducido es permanente (5). Asi, el plan de
tratamiento consistiria en obtener células .

II.- Ribozimas cataliticas. Las ribozimas son
moléculas de ARN anti-sentido con actividad
enzimdtica adicional que escinde secuencias de ARN
especificas. Un gen ribozima del tip[o “hairpin”
(horquilla) fue transducido a células T y a células
hematopoyéticas de cordén umbilical (11). Se en-
contré resistencia de las células T y de los
macr6fagos derivados de células hematopoyéticas
contra la infeccion de diferentes cepas de VIH. Un
tipo diferente de ribozima, denominado “cabeza de
martillo” por su estructura, ha sido también
exitosamente ensayado “in vitro”, teniendo como
objetivo los genes reguladores tat, rev y nef (12).

I11.- Sefiuelos de ARN. Esta estrategia utiliza las
secuencias ARN de TAR o RRE para secuestrar las
proteinas virales Tat o Rev y prevenir sus efectos en
transcripcién del VIH. TAR se une fuertemente a
Tat y RRE se une a Rev. Lisziewics et al. han
logrado inhibir la actividad de Tat en ensayos de
transfeccion temporal, utilizando un pldsmido que
llevaba 50 copias de TAR en serie (13). Una combi-
naciéon de TAR y ribozima, en un solo vector,
transducidos a células Molt3 T y a células
mononucleares demostré poder inhibir la replicacion
del VIH. Los estudios utilizando la secuencia del
RRE también han dado resultados similares. Los
posibles problemas con los sefiuelos de ARN inclu-
yen la necesidad de niveles altos de expresion y la
union de factores celulares que pudieran ser esen-
ciales para la funcién celular normal, pues ambos,
TAR y RRE han demostrado alta afinidad por pro-
teinas celulares (8).

B) Estrategia basadas en proteinas. Los enfoques
utilizando proteinas del VIH mutadas son disefiadas
para competir con proteinas virales normales ¢ in-
terferir con su funcion. Sus efectos son evidentes
luego de la integracién viral en el genoma de la
célula huésped, inhibiendo la produccién de protei-
nas, la replicacién y la diseminacion del virus. La
mayor desventaja qe ha sido propuesta para estos
enfoques es la posibilidad de una respuesta inmune
contra las células transducidas con la secuencia
terapéutica. Atin no hay evidencia definitiva que de
respuesta a esta interrogante (8).

I.- Proteinas estructurales: Una mutante de la
proteina Gag fue disenada para interferir con la
multimerizacién de las proteinas derivadas de GAg
y el ensamblaje de un virion VIH maduro. Se de-
mostré que esta mutante podia interferir con la
produccion del virus, pero era menos potente que
TAR o que el Tat anti-sentido. En otro estudio, la
diseminacién viral y los efectos citopdticos fueron
inhibidos en células T transducidas con un gen
mutante de la proteina Env, cuya expresion era
dependiente de Tat (14,15).

1I.- Proteinas reguladoras: Malim et al. han des-
crito un gen transdominante de Rev (RevM10), con
mutaciones en una regién conservada que es abun-
dante en leucina. Rev M 10 retiene el sitio de unidn
del RRE vy las propiedades multimerizantes de Rev,
pero actda como transdominante inhibidor de la
proteina Rev normal en ensayos de transfeccion
temporal (16). Grupos diferentes han demostrado
que las células T transducidas con transdominantes
de Rev son resistentes a la infeccion por VIH. Una
proteina transdominante de Tat, 52/57 Tat, con
mutaciones en la secuencia de localizacién nuclear,
también ha demostrado actividad inhibitoria en en-
sayos temporales probablemente secuestrando fac-
tores celulares importantes para la transactivacion
por Tat. Sin embargo, la inhibicion de Tat no es un
efecto duradero, aparentemente debido a la capaci-
dad del virus de poder replicarse en ausencia de Tat.
Los mecanismos propuestos para la accién de los
transdominantes de Tat y Rev son la multimerizacién
con la proteina viral normal, impidiendo su funcién,
el secuestro de proteinas celulares que intervienen
en la funcion de la proteina viral y la competencia
por sitios de ARN especificos para la proteina.

Nosotros hemos producido una proteina anti-
VIH, llamada Trev, mediante la unién de un
transdominante de Tat con otro de Rev, logrando
una proteina recombinante con doble efecto
inhibidor. De esta manera creemos que se logra una
mayor efectividad en la supresion de la replicacion
viral, pues conocemos que la inhibicion de Tatno es
suficiente para un efecto a largo plazo y la inhibi-
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cion de Rev puede llevar a la mayor produccién de
ARN mensajeros de Tat y Rev normales, que produ-
cirian una retroalimentacion positiva y anularian el
efecto inhibidor. Los ensayos in vitro han sido
exitosos, demostrando que Trev inhibe lareplicacién
del VIH tanto en lineas celulares de linfocitos T
como en linfocitos frescos de donantes voluntarios
normales (Figura N? 2).

Otras estretegias anti-HIV que actualmente estan
siendo ensayadas son: la toxina diftérica como gen
suicida, la expresion intracelular de Interferon y los
anticuerpos de cadena dnica contra diversas protei-
nas virales, expresadas intracelularmente.

Conclusiones y Posibilidades Futuras

El objetivo de la terapia genética anti-VIH es
producir un sistema inmune con células resistentes
a la replicacion viral, que a la vez sean funcionales
y combatan las infecciones por olros organismos.

A diferencia de las enfermedades genéticas, en
la cuales la terapia genética interviene para reem-
plazar un gen defectuoso, y cuyos principales pro-
blemas son la transferencia y la apropiada regula-
cion del gen, las estrategias de terapia gendtica para
controlar la infeccion por VIH y otras infecciones
enfrentan variables adicionales producidas por la
biologia de la interaccién entre ¢l virus y nuestro
cuerpo. Adn no es claro cual es el principal meca-
nismo por el que el VIH conduce a la deplecion de
los linfocitos T y al SIDA. Es un efecto directo
citopdtico? o son efectos indirectos como
autoinmunidad y apoptosis inducidas por la protei-
nas virales? Aun si la terapia genética para el VIH
no tiene el efecto terapéutico esperado, su utiliza-
cién permitird obtener datos que nos permitan defi-
nir mejor la patogénesis de la enfermedad, pues esta
estrategia protegerd absolutamente contra el efecto
citopdtico, pero no contra los efectos indirectos del
virus. Estos Gltimos s6lo serdn disminuidos parcial-
mente con la reduccién de la carga viral.

Las estrategias de terapia genética para la infec-
cioén por VIH son bastantes promisorias. Estudios de
la cinética de replicacion viral sefialan que una
reduccién de la tasa de replicacion viral tan pequeiia
como de 100 veces seria suficiente para que el
sistema inmune pucda controlar la infeccion tem-
prana (17). Varias de estas estrategias han sido
ensayadas exitosamente en el laboratorio y esperan
la aprobacion de los organismos de control respecti-
vos para proceder con los ensayos clinicos. Una de
las criticas importantes es el costo de este trata-
miento, que incluye una transfucion de cClulas
hematopoyéticas. Inicialmente, es poco probable
quc estos tratamientos estén al alcance de pacicentes

76 Rev Med Hered 8 (2), 1997

sin recursos econdmicos estén al alcance de pacien-
tes sin recursos econdmicos. Sin embargo, debemos
recordar que los protocolos de terapia genética es-
tin planeados para realizarse en una sola sesién y
que posiblemente no presenten ningin efecto se-
cundario. En contraste, las drogas anti-VIH tradi-
cionales, ademads de ser también de alto costo eco-
nomico, deben recibirse de por vida, con los efectos
adversos severos descritos. La comunidad cientifi-
ca biomédica espera ansiosamente los resultados de
los ensayos clinicos.
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