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PALABRAS CLAVE Resumen

Terapia génica; La terapia génica como estrategia de tratamiento para la insuficiencia cardiaca es un area en la
Insuficiencia cardiaca; que en los Ultimos 10 afos la investigacion se ha incrementado importantemente; es una de
Adenovirus; las de mayor promesa para obtener una terapia exitosa para la insuficiencia cardiaca, pues
Virus adeno-asociado; ofrece la posibilidad de corregir los defectos basicos de la enfermedad a escala celular. Uno de
México los primeros pasos a considerar en el uso de esta terapia es la forma de administrar el material

genético; los vectores que han mostrado mayor utilidad en el miocardio son los adenovirus y
los virus adeno-asociados; la administracion local ha demostrado ser superior a la administra-
cion periférica. Se han identificado distintos mecanismos fisiopatologicos, susceptibles de ser
modificados por terapia génica, entre los que se encuentran la regulacion de los flujos de Ca?*
durante el proceso del acoplamiento excitacion-contraccion, alteraciones en la sefalizacion
intracelular y en el sistema adrenérgico, el desarrollo de apoptosis, y la angiogénesis. En la
actualidad ya existen datos de ensayos clinicos en humanos empleando algunas de estas es-
trategias. El objeto de la presente revision es hacer un recuento de los datos existentes en la
literatura, asi como de las perspectivas a futuro.
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Adeno-associated virus; Gene therapy as a therapeutic strategy for Heart Failure, is an area that within the last 10
Mexico years has experienced an important increase in research, becoming one of the most promising

areas to obtain a successful therapy for heart failure due to the possibility of correcting the
basic defects observed at the cellular level in this pathology. One of the first things to con-
sider on the use of this therapy is the way to deliver the genetic material, Adenovirus, and
Adeno-associated virus, have shown the best capabilities in the myocardium; the delivery by
local means has shown best results when compared with peripheral administration. Multiple
physiopathological mechanisms susceptible of modifying by gene therapy have been identi-
fied, including the regulation of Ca? fluxes during excitation-contraction coupling, altered
intracellular signalling, and adrenergic system, blockade of apoptosis and angiogenesis. The
objective of this review, is to made a recount about the status of the literature and analyze
future perspectives for gene therapy.

*Autor para recibir correspondencia: Angel Zarain-Herzberg. Universidad Nacional Auténoma de México. Facultad de Me-
dicina, Depto. de Bioquimica. Edificio D; 2"° Piso. Circuito Exterior, Ciudad Universitaria, 04510 México, D.F. México.
Teléfono: (5255) 5623-2258; FAX: (5255) 5616-2419. Correo electronico: zarain@servidor.unam.mx

1405-9940/$ - see front matter © 2009 Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. Publicado por Elsevier México. Todos los derechos reservados.



148

Reyes-Juarez JL et al

Introduccion

A pesar de los avances en el manejo de factores de riesgo,
la disponibilidad de terapias convencionales que incluyen
tratamientos invasivos para la enfermedad coronaria, la
enfermedad arterial periférica y una mejora en el pronds-
tico de la insuficiencia cardiaca (IC) las enfermedades car-
diovasculares contintian siendo la principal causa de muerte
en el mundo occidental.” La IC representa un gran desafio
debido a que su mortalidad e incidencia continlan incre-
mentandose; esto refleja en gran medida la ausencia de
terapias enfocadas en los fundamentos moleculares de la pa-
tologia, ya que a pesar de que la terapéutica ha mejorado
en las Ultimas dos décadas, los tratamientos existentes no
son ideales, debido a que no son suficientes para apoyar
al miocardio e incrementar la funcién cardiaca global. Es
por ello que se requiere de nuevas aproximaciones tera-
péuticas que estén dirigidas a los defectos moleculares de
la disfuncion ventricular.

La terapia génica (TG) puede ser definida como una
transferencia de acidos nucleicos a células somaticas de
un individuo resultando en un efecto terapéutico.2 Entre
las ventajas de la terapia génica sobre las modalidades de
tratamiento actuales se encuentran: el tratamiento se-
lectivo de los tejidos afectados, la posibilidad de emplear
localmente proteinas endogenas en casos en los que su
aplicacion sistémica incurriria en efectos secundarios gra-
ves, y la posibilidad de efectos terapéuticos a largo plazo
tras una sola aplicacion.?

En la Gltima década se ha identificado un gran nime-
ro de mecanismos moleculares que constituyen la base
molecular de la insuficiencia cardiaca.* De igual manera
la posibilidad de realizar transferencia de material geno-
mico in vivo, ha hecho posible explorar esta metodologia
como una opcion para corregir los defectos presentes en
la IC, bajo la premisa de ser una terapéutica capaz de
corregir los defectos fundamentales en la IC.

Entre los defectos moleculares observados durante
la IC, y que han sido explorados como blancos terapéuti-
cos, se encuentran las alteraciones en el manejo de Ca%,
durante el proceso del acoplamiento excitacion-contrac-
cion,>'¢ alteraciones en los receptores beta-adrenérgicos
y en su acoplamiento a proteinas G,'”?! alteraciones de la
sefalizacion celular, incluyendo a la familia de la proteina
cinasa C (PKC),2 y a la produccion de segundos mensaje-
ros por la enzima adenilato ciclasa.? La apoptosis de mio-
citos cardiacos también ha sido sefialada y estudiada.?*?
Por Gltimo, el uso de factores angiogénicos, también se ha
analizado como una opcion en pacientes con IC secunda-
ria a cardiopatia isquémica.?

A pesar de que el tratamiento por transferencia de
material genético alun presenta multiples dificultades,
en la actualidad ya se han realizado pequehos ensayos
clinicos, aplicando factores angiogénicos en cardiopatia
isquémica.?? Con relacién a otros mecanismos molecu-
lares de la IC, varios de ellos se encuentran en fases muy
cercanas a ensayos clinicos. El potencial que tiene esta
nueva opcion terapéutica, aunado a lo novedoso de su
mecanismo de accion, hace imperativo que se conozcan
sus ventajas y desventajas para poder aprovechar esta op-
cion terapéutica emergente. El objetivo de esta revision
es examinar el estado actual de la investigacion sobre el

uso de la terapia génica para la insuficiencia cardiaca,
incluyendo a los vectores y métodos de aplicacion y los
blancos terapéuticos explorados en la actualidad.

Vectores y vias de administracion

Los ensayos iniciales para transferir material genético
al corazon empleaban fundamentalmente ADN plasmidi-
co, por su facil produccion y seguridad. A pesar de que
los primeros estudios mostraban resultados positivos?:3°
en ensayos aleatorizados de mayor tamano, donde se
transfirieron genes codificantes para el factor de creci-
miento vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés)
y otros factores angiogénicos, mostraron que no era una
técnica Gtil debido su muy baja eficiencia.?” El uso de lipo-
somas y de polimeros cationicos, Utiles en transferencia
de material genético en cultivos celulares, no incrementa
la eficiencia de la transferencia.?"3? Uno de los mayores
problemas con el uso de ADN plasmidico es la falta de
respuesta ante el incremento de la dosis.* El uso de este
vector se considera relativamente seguro, pero se ha de-
mostrado en modelos animales que puede producir fiebre,
inflamacion e infartos en el tejido muscular esquelético
y en el miocardio.? Debido a estos factores, los vectores
virales son una mejor opcion para la terapia génica car-
diaca (Tabla 1).

Entre los vectores virales, inicialmente se emplearon
los retrovirus, debido a la poca respuesta inmune que ge-
neran y a la posibilidad de una expresion sostenida a lar-
go plazo (afos); sin embargo, los retrovirus tienen como
desventajas una baja eficiencia de infeccion, un tro-
pismo cardiaco limitado -ya que infecta principalmente
células en division-, ademas de que se han mencionado
preocupaciones en su seguridad, a causa del potencial on-
cogénico.* Por ello, es un vector en el que el interés ha
disminuido. Recientemente se han empleado lentivirus,
principalmente para transferir material genético a células
de la pared vascular, debido a que han demostrado una
alta eficiencia en el musculo liso y provocan una respuesta
inmune minima; sin embargo, el tropismo por el miocar-
dio es limitado y su produccion en grandes cantidades es
dificil, por lo que actualmente se requiere de una inge-
nieria de este vector para mejorar su utilidad, facilitando
su produccion a gran escala.* Los oligonucledtidos anti-
sentido, o sefiuelo, fueron mencionados como opciones
hace mas de 10 afos, pero su minima eficacia in vivo, los
descarta de alguna aplicacion clinica.® Los sendaivirus y
herpesvirus han sido mencionados como posibles vecto-
res, pero a la fecha no existen datos suficientes sobre su
utilidad.

Actualmente los adenovirus (Ad), y los virus adeno-
asociados (AAV), son los vectores mas estudiados en la
TG cardiovascular, ya que ambos han demostrado una
gran eficacia en el tejido cardiaco, la pared vascular y
el higado.?? Los Ad de primera generacion tienen una ex-
presion inicial muy alta, alcanzando su efecto maximo en
los primeros dias tras la transferencia de material, pero
disminuyen su expresion a las dos semanas aproximada-
mente.3*3:3 Por lo tanto, parecen tener utilidad cuando
se requiere una expresion alta por poco tiempo como en
la angiogénesis terapéutica para las heridas. La adminis-
tracion repetida de Ad para TG no es Gtil en mamiferos
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Tabla 1 Vectores usados en la terapia génica cardiaca

Vector Ventajas
G Fécil produccion. Seguro
desnudo
Alta eficiencia de transduccion
Facil produccion de titulos altos
Adenovirus Transduccion en células quiescentes

Tamafo del transgen relativamente alto
Tropismo por multiples tipos celulares

Expresion de transgen a largo plazo
Respuesta inmune moderada

Virus Adeno-asociado Transduccion en células quiescentes
(AAV-1,2,5,6,8,9)

y cardiaco (AAV-8, -9)

Expresion a largo plazo

Retrovirus :
Poca respuesta inmune

Oligonucledtidos

antisentido Fécil produccion

Alto tropismo por musculo esquelético (AAV-1, -6)

Los serotipos nativos no causan enfermedad en el humano

Desventajas Referencias

Baja eficiencia de transduccion

L 29,30
Expresion temporal

Respuesta inflamatoria a dosis altas

s 32,33,37,38,39
Expresion temporal

Tamano del transgen limitado

Dificultad para producir a gran escala wle
Baja eficiencia de transduccion
Integracion no especifica al genoma

. . 31
Tropismo limitado
Transduce sélo a células en division
Eficacia in vivo limitada 35

Requiere alta eficiencia de transferencia.

grandes, debido a que evoca una respuesta inmune impor-
tante. Los Ad en dosis pequenas producen una respuesta
inflamatoria minima en el miocardio. Los Ad de segunda
y tercera generacion causan una menor respuesta inmu-
ne y parecen tener una expresion mas prolongada, pero
su utilidad en TG en humanos ain es desconocida.® La
seguridad de los Ad ha indicado ser muy alta en ensayos
clinicos; la fiebre es su complicacion mas importante.

Los AAV poseen un numero de cualidades que los hace
potencialmente utiles para TG cardiaca, debido a que
tienen un tropismo natural hacia el mudsculo liso vascu-
lar, masculo esquelético y el miocardio.“ Son capaces de
expresar genes en células quiescentes, y por un largo pe-
riodo de tiempo, a pesar de que la expresion maxima se
alcanza en dias.* Como no producen enfermedades en el
humano, la respuesta inflamatoria que generan es mini-
ma; los AAV nativos son capaces de integrarse al genoma
humano, pero los vectores AAV modificados no pueden, y
mantienen su expresion a largo plazo por medio de aso-
ciaciones episomicas con el ADN genomico. La ventaja
de esta forma de asociacion es que se elimina el riesgo de
inserciones mutagénicas y oncogénicas, que se encuen-
tran con otros vectores de expresion a largo plazo, como
los retrovirus.*

Vias de administracion

La transferencia de material genético al corazén puede
lograrse por tres vias: transferencia intravascular, trans-
ferencia ex vivo y por inyeccion intradrgano.

Transferencia intravascular
Para la transferencia intravascular se han desarrollado
distintos sistemas por catéter para mejorar la penetracion

de vectores a través de la intima. Sin embargo, la trans-
ferencia en lesiones con calcificaciones, depositos de co-
lesterol, infiltrados e inflamacion contintia siendo un gran
desafio.® El uso de stents porosos, por los cuales puedan
ser eluidos los vectores con genes terapéuticos, ha sido
propuesto como una opcién para mejorar la transferen-
cia, pero no hay suficientes datos para determinar su uti-
lidad hasta este momento.** La via de administracién
ideal para TG es un vector intravenoso, pero la cantidad
requerida de virus para lograr una expresion adecuada en
mamiferos grandes es probablemente muy alta como para
considerarla segura.

Transferencia ex vivo

La administracion ex vivo es una combinacion de la te-
rapia celular, incluyendo a las células madre y la terapia
génica. Consiste en la administracion del vector in vitro
a células madre aisladas de la médula dsea, o cultivos
de mioblastos esqueléticos. con el objeto de transferir
posteriormente a las células con los transgenes al orga-
nismo del paciente.“>* Esta forma de administracion ha
sido estudiada principalmente en la expresion de facto-
res angiogénicos y citocinas.*>% Entre las ventajas de
esta forma de administracion esta la posibilidad de usar
métodos mas eficientes para la transferencia de material
genético, como lipidos cationicos o electroporacion, que
no son posibles de emplear in vivo, y que, ademas, la lo-
calizacion de las células modificadas en el corazon tengan
una expresion localizada, continua y con niveles constan-
tes, sin efectos sistémicos.*"%2 Los cardiomiocitos son,
por naturaleza, resistentes a la transferencia de material
genético, y esta forma de administracion evita esta com-
plicacién. La administracion ex vivo, tiene el potencial
de convertirse en una herramienta de gran utilidad, pero
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Tabla 2 Mecanismos fisiopatologicos susceptibles de ser modificados por terapia génica

Mecanismao fisiopatoldgico Objetivo

Regulacion de Ca?* durante el acoplamiento
excitacion-contraccion

Mejorar la recaptura
de Ca** por el RS

N Induccién de angiogénesis
Isquemia miocardica . )
en el miocardio

Desensibilizacion de receptores B—adrenérgicos -
[—adrenérgicos

Aumentar niveles de AMPc

Alteraciones en la sefializacion intracelular en el miocardio

Apoptosis

Aumentar la velocidad de relajacion

Mejorar la respuesta a agonistas

Disminucion de los niveles de PKCox

Prevencion de la apoptosis posinfarto

Blanco terapéutico Referencias

Sobre-expresion de S100A1 6,9,10
Sobre-expresion de SERCA2a 15,70
Expresion de dominante negativa de PLN. 11,13
Inhibicién de PP1. 72
Sobre-expresion de parvalbimina 14,16

Expresion de VEGF, FGF, HGF, MCP-1, GM-csF | 20728:35,75,76

Sobre-expresion de inhibidores de BARK1 17-21
Sobre-expresion de la adenilato ciclasa VI 23
Expresion de dominante negativa de PKCo. en 22

el miocardio

Sobre-expresion de Bcl-2 en el miocardio 24
Sobre-expresion de p38 25

Abreviaturas: RS, Reticulo Sarcoplasmico; SERCA2a, ATPasa de Ca** del reticulo sarcoplasmico de corazon; PLN, Fosfolamban; PP1, Fosfatasa-1;
VEGF, Factor de crecimiento vascular endotelial; FGF, Factor de crecimiento fibroblastico; HGF, Factor d e crecimiento Hepatico; MCP-1, Proteina
quimiotactica de monocitos-1; GM-CSF, Factor estimulador de crecimiento de granulocitos macrofagos; BARK1, cinasa asociada a receptores adre-
nérgicos-1; AMPc, Adenosin monofosfato ciclico; PKCa:, Proteina Cinasa C-o..

en la actualidad depende de la investigacion en células
madre y su diferenciacion al fenotipo cardiaco, para po-
der ser explorada ampliamente y conocer sus alcances y
limitaciones. Uno de los mayores problemas con esta via
de administracion es la localizacion de las células al ser
transferidas al receptor. La inyeccion intramuscular de
células transducidas ex vivo para expresar el gen de inte-
rés ha sido mencionada, pero la poca distribucion de las
células transferidas ha dificultado su uso.*%

Transferencia intraérgano

La administracion por inyeccion intramiocardica se consi-
dera actualmente la forma mas eficiente para lograr la
expresion deseada en el tejido cardiaco, pero se ha men-
cionado que la administracién de un volumen alto para
lograr una expresion se puede asociar con lesion local y
alteraciones en la estructura de la pared.?-3*%¢ Distin-
tos estudios han demostrado que la ruta intraarterial es
poco efectiva a menos que se incremente la permeabi-
lidad del endotelio, o se emplee un gradiente de alta
presion; en estos casos un problema a considerar es la
biodistribucion aumentada y expresion ectopica del gen
trasferido.3?3% Las formas en las que se ha encontra-
do mayor efectividad para la transferencia consisten
en perfusiones del miocardio, por métodos quirdrgicos. En
modelos animales la técnica mas empleada, consiste
en ligar la aorta por 30 segundos, acompanada de una
canulacion de las arterias coronarias, perfundiendo de
manera simultanea con una solucidn que contiene el vec-
tor de TG (generalmente Ad o AAV), y posteriormente se
retira el pinzamiento adrtico; este método ha demostra-
do ser eficiente para lograr un buen grado de infeccion
con el vector y en consecuencia de transferencia del gen
de interés.* ¢ En humanos se han explorado variaciones

de esta misma técnica con resultados promisorios. Un siste-
ma recientemente descrito para la administracion intraor-
gano, y que resulta de gran interés, es el sistema “V-focus”,
el cual consiste en el establecimiento de una circulacion
coronaria en paralelo, por medio de la cateterizacion del
seno coronario, que se conecta a un sistema de bombeo ex-
tracorporeo con oxigenador, y que se adiciona con una infusion
de la solucion con vectores virales, para ser administrada al
corazon por medio de un catéter en la arteria coronaria iz-
quierda.¢' Este sistema ha sido probado en modelos animales
con resultados satisfactorios, y tiene la ventaja de evitar los
procedimientos quirlrgicos para administrar el vector, obte-
niendo resultados equiparables o superiores a los obtenidos
con técnicas quirdrgicas.

Una opcion para evitar la expresion ectopica del gen
transferido es ponerlo bajo el control de un promotor car-
diaco especifico, como el del gen de calsecuestrina cardiaca
humana (hCasq2).%2 Actualmente, en nuestro laboratorio es-
tamos desarrollando vectores adenovirales que contienen el
promotor del gen hCasq2 y dirigen la expresion de la bom-
ba de calcio SERCA2a de forma especifica para los miocitos
cardiacos (datos no publicados).

Blancos terapéuticos

Uno de los mayores atractivos de la TG como opcion
terapéutica lo constituye la posibilidad de corregir los de-
fectos celulares basicos que se encuentran en la IC. En
los Ultimos afios el conocimiento de las bases de la IC ha
avanzado de forma importante, por lo que hoy se conocen
de forma detallada multiples alteraciones presentes du-
rante la IC (Tabla 2). Aunque no se cuenta con un modelo
capaz de integrar las multiples alteraciones descritas en
la IC,% debido a las multiples etiologias, los datos existen-
tes permiten identificar blancos para TG.
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Alteraciones en el manejo de calcio

Sin duda, el area de mayor interés en los mecanismos
moleculares de la IC son las alteraciones en la regula-
cion de las concentraciones de Ca? durante el proceso
del acoplamiento excitacion-contraccion, las cuales han de-
mostrado tener un papel critico en la disminucion de la
capacidad contractil del miocardio. Entre las alteraciones
involucradas se encuentran cambios en los niveles de ex-
presion de proteinas reguladoras y que actlan como sen-
sores de las concentraciones de Ca? intracelular.®

Entre las alteraciones descritas se incluye una dis-
minucion de los niveles de la ATPasa de Ca* del reticulo
sarcoplasmico (SERCA2a), con una baja consecuente de
la recaptura de Ca** al reticulo sarcoplasmico (RS) duran-
te la diastole, derivando en una menor cantidad del ion
disponible para ser liberado en la siguiente contraccion.’
La disminucion de los niveles funcionales de fosfolamban
(PLN) fosforilado, un regulador de la actividad de la bom-
ba de calcio SERCA2a, provoca que la actividad de ésta
se encuentre disminuida durante la IC; esta disminucion
no se debe a una menor expresion de la proteina, sino
a alteraciones en los reguladores de su fosforilacion; en
estos cambios se incluyen un aumento en los niveles de la
familia de la proteina cinasa C, la cual fosforila al inhibi-
dor de la fosfatasa-1 (PP1), activandola, lo que provoca
una defosforilacion de fosfolamban.' El canal de libera-
cion de Ca* (receptor de rianodina, RyR), ha sido repor-
tado en un estado inestable, debido a la disociacion de la
proteina calstabina, lo que provoca que la probabilidad
de apertura del canal esté incrementada y se presenten
liberaciones espontaneas de Ca?* durante la diastole (fuga
diastolica) que se asocian con arritmias ventriculares y
de mayor relevancia con una disminucion de la reserva de
Ca* disponible para la contraccion. 6364

Los trabajos existentes se han enfocado en la correc-
cion de estos defectos; los blancos mas mencionados in-
cluyen a la proteina reguladora S100A1, al aumento de
la expresion de SERCA2a o bloqueo de la expresion de su
regulador PLN y a la proteina reguladora parvalbimina,
para hacer mas eficiente la relajacion cardiaca. A conti-
nuacion se detalla cada una de estas estrategias.

S100A1

Esta proteina une Ca%, el cual tiene un dominio de tipo
“EF-hand”. Es miembro de la familia de proteinas $100.
Los miembros de esta familia estan involucrados en varias
funciones, a saber: la transduccion de senales, el control
del ciclo celular, interacciones con el citoesqueleto y dife-
renciacion celular. La S100A1 es relevante para la funcion
del musculo estriado, se expresa de forma abundante en el
tejido muscular, particularmente en el musculo cardiaco,
en donde colocaliza con el RS y los filamentos contracti-
les. La expresion de S100A1 se ve afectada negativamente
durante la IC secundaria a miocardiopatias.”®

Se ha demostrado que la S100A1 tiene un papel po-
sitivo sobre el inotropismo y el lusitropismo. Sus efectos
inotrépicos son debidos a la interaccion con el RS y sus
componentes, especialmente SERCA2a, incrementando
su actividad, aumentando la recaptura de Ca?* durante la
relajacion del miocardio, incrementando la cantidad de

Ca* disponible para liberar en la contraccion, la cual esta
directamente relacionada con la fuerza de contraccion.
La S100A1 también interactia con el RyR, estabilizandolo
y disminuyendo la fuga diastolica.®% Estos datos indican
que la S100A1 esta involucrada en dos de los procesos
moleculares de mayor importancia para la IC, a lo que se
agrega el hecho de que su expresion disminuye en esta
enfermedad; por ello, es un objetivo de gran valor para
explorar.

Ensayos in vitro han demostrado que la sobre-expresion
de S100A1 mejora la funcion contractil de los cardiomio-
citos por medio de los dos mecanismos antes referidos.®'°
En modelos animales de IC se ha demostrado que la so-
bre-expresion de S100A1 es suficiente para preservar la
funcion miocardica después de un infarto agudo, y para
prevenir la aparicion de IC. Ensayos mas recientes, que
han empleado vectores de adeno-asociados, han seguido
estos modelos por periodos prolongados (20 semanas),
donde se ha observado que la sobre-expresion de S100A1
mejora la funcion miocardica de forma sostenida, y en un
efecto independiente y sinergistico al del tratamiento con
B-bloqueadores®, llegando a restituir la sensibilidad del
miocardio a agonistas B-adrenérgicos, que habitualmente
se encuentra muy disminuida. En estos modelos, la sobre-
expresion es capaz de revertir el fenotipo de IC expresa-
do por el miocardio, regresando después de dos meses al
patrén de expresion normal del misculo cardiaco adulto,
de forma similar a lo observado en pacientes con IC en es-
pera de trasplante cardiaco, con dispositivo de asistencia
ventricular izquierda, los cuales pueden llegar a ser des-
tetados del dispositivo después de un periodo prolongado,
con una mejoria significativa de la funcion cardiaca.®-%®
Los datos disponibles, indican que la S100A1 es un impor-
tante blanco terapéutico que se encuentra cerca de llegar
a una fase de experimentacion clinica.

La ATPasa de Ca** y Fosfolamban

La SERCA2a tiene un papel fundamental en la funcion
miocardica normal, durante la relajacion muscular, re-
capturando la mayoria (60%) del Ca?* liberado del RS para
la contraccion, y recargando el RS, manteniendo una
cantidad suficiente de Ca?* para lograr una contraccion
optima. Debido a este mismo papel, se encuentra en un
punto central de las bases moleculares de la IC, en donde
su expresion se encuentra regulada de forma negativa,
disminuyendo la capacidad de recargar el RS después de
cada contraccion, y provocando una contraccion deficien-
te por falta de calcio.® En los Gltimos anos la expresion de
SERCAZ2a se convirtio en uno de los blancos farmacoloégicos
mas explorados en investigacion basica y, en menor medi-
da, clinica, sin que se obtuvieran resultados positivos.7°
El uso de TG para sobre-expresar a SERCA2a tiene la ven-
taja de eliminar los efectos secundarios asociados al uso
de farmacos para incrementar su expresion.”

De la misma manera que la induccion de la expresion
de SERCA2a ha sido extensamente explorada por medios
farmacologicos, la sobre-expresion por transferencia de
material genético ha sido también analizada in vitro e in
vivo. La sobre-expresion de SERCA2a mejora la funcién con-
tractil y el consumo de energia en modelos animales con IC,
mejorando el grosor de la pared anterior y reduciendo las
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arritmias ventriculares.” Los ensayos de TG con la SER-
CA2a soélo han sido realizados con vectores adenovirales
de primera generacion, lo que no permite hacer un se-
guimiento a largo plazo para evaluar los efectos de la
sobre-expresion; sin embargo, los datos obtenidos hasta
la fecha, aunque son promisorios, requieren de profun-
dizarse.

Estrechamente relacionado con la SERCA2a se encuen-
tra PLN, un péptido de 52 aminoacidos, que tiene un pa-
pel como regulador de la funcion de SERCA2a, inhibiéndola
en su estado nativo; se disocia de la bomba cuando es
fosforilado por la proteina cinasa A (PKA), aumentando la
velocidad de transporte de Ca? por la enzima. Durante
la IC, la relacion SERCA2a/PLN baja en gran medida por la
disminucion de SERCA2a, lo que provoca que disminuya
su actividad y capacidad para recapturar el Ca%, liberado
durante la contraccion.™

La estrategia de TG mas empleada que involucra al
PLN consiste en la transferencia de un péptido que co-
difica para una mutante pseudo-fosforilada de PLN, la
cual imita los cambios conformacionales inducidos por
la fosforilacion y desplaza a la forma nativa de PLN, in-
crementando la actividad de SERCA2a." Los ensayos rea-
lizados en modelos animales han empleado vectores de
AAV y seguido la evolucion hasta por 6 meses posterior a
la transferencia de genes. En los animales con IC tratados
con TG con la mutante de PLN se observa una mejoria de
la funcién cardiaca, deteniendo la progresion de la IC y
acercando a niveles normales, corroborado por los valores
hemodinamicas; de igual manera esta estrategia previene
la remodelacion de la pared cardiaca e incluso revierte los
cambios observados en la IC, disminuyendo la fibrosis. ' Al
igual que en el caso de la S100A1, el fenotipo fetal expre-
sado durante la IC revierte al fenotipo adulto del corazon
normal, mejorando su metabolismo.

Otra estrategia que involucra a PLN es la inhibicion de
la PP1, la enzima responsable de defosforilarlo, mante-
niendo a SERCA2a en un estado activado. Esta estrategia
produjo una mejoria en el manejo de las concentraciones
de Ca* intracelular y, consecuentemente, de la funcion
cardiaca, asi como disminucion de la remodelacion ventricu-
lar, disminuyendo significativamente la fibrosis.”

Los estudios mencionados indican que la TG dirigida
hacia PLN o su regulacion es un area que puede ser de im-
portancia en un futuro, pero requiere de profundizarse con
mas estudios en modelos de IC, para alcanzar una fase de
investigacion clinica.

Parvalbumina

La disfuncion diastélica es un componente asociado a la
IC, encontrado principalmente en pacientes mayores de
65 anos, y actualmente no existen tratamientos especifi-
cos para esta disfuncion. En miocitos cardiacos obtenidos
de estos pacientes, se observa que el tiempo requerido
para retirar el Ca?* del citoplasma se encuentra aumenta-
do; esto retarda la relajacion del corazon y compromete
el llenado de las camaras cardiacas para el siguiente latido.™
La parvalbimina es una proteina soluble intracelular de
bajo peso molecular, con capacidad para unir Ca*, que se
expresa de manera importante en musculo estriado de con-
traccion ultrarrapida, pero no se expresa nativamente

en el corazon. Tiene como funcion principal acelerar la
tasa de disminucion del Ca?* intracelular en una manera
independiente de ATP.

Las intervenciones de TG que involucran a la parvalbu-
mina, hasta la fecha se han limitado a estudios in vitroy
a modelos animales seguidos por plazos cortos de tiempo
de hasta una semana; estos ensayos han demostrado que
la expresion de parvalbumina en el corazon se asocia con
un incremento de la velocidad de relajacion.'#'¢ Los datos
pueden ser empleados como base para expresar parvalbu-
mina en el corazén, por medio de vectores con AAV, para
hacer una evaluacion a largo plazo. A pesar de que los
efectos que se obtienen expresando parvalbimina en el
corazon son muy similares a los observados con la sobre-
expresion de SERCA2a, los efectos obtenidos con parval-
bumina no requieren de ATP, evitando comprometer aln
mas las necesidades energéticas del corazon. Debido a
esto, la parvalbumina constituye un blanco terapéutico
que debe de ser mas explorado en el futuro.

Angiogénesis

La isquemia miocardica se reporta como la principal causa
de IC, debido a que el miocardio hibernante es un tejido
con poca o nula funcion. A pesar de que la isquemia mio-
cardica puede ser tratada por angioplastia o cirugia de
revascularizacion coronaria, la enfermedad coronaria di-
fusa no es habitualmente manejable por medio de estas
opciones. Lo anterior, deja un universo de pacientes sin
una opcion terapéutica para la base de su enfermedad. Es
en estos pacientes en quienes se ha pensado al emplear
estrategias de transferencia de material genético, para
fomentar el desarrollo de nueva vascularizacion.?

Dentro de las estrategias para inducir angiogénesis se
han empleado diferentes factores que incluyen al factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF), las angiopo-
yetinas, el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el
factor de crecimiento hepatico (HGF), la proteina quimio-
tactica de monocitos-1 (MCP-1) y el factor estimulador de
colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF). La estrate-
gia consiste en transferir el material genético que codifica
para alguna de estas proteinas al tejido de interés, para
favorecer el desarrollo de neovascularizacion en el tejido
isquémico. En los modelos animales preclinicos esta me-
todologia ha demostrado ser efectiva, en cuanto al cre-
cimiento y generacion de capilares, aunque la relevancia
para el tejido muscular no se ha determinado.”7* Se ha de-
mostrado que con una expresion por mas de cuatro sema-
nas, los vasos formados experimentan una remodelacion
que les permite permanecer incluso cuando el estimulo ya
no se encuentre.

En modelos animales con IC secundaria a isquemia,
la administracion de TG para angiogénesis mediada por
VEGF se asocié con una mejoria de la perfusion miocar-
dica observada a las tres semanas, y también mejoré la
funcion miocardica global. La angiogénesis inducida por
TG, es sin duda el area mas explorada en la actualidad,
respecto a la patologia cardiovascular en humanos, con
varios ensayos clinicos de fase | ya completados y 11 en-
sayos de fase I1/111,26283475,7¢ con distintos objetivos, que
incluyen la angiogénesis terapéutica para mejorar la per-
fusion miocardica, la prevencion de re-estenosis de stents,
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y la prevencion de la falla de injertos venosos en revas-
cularizacion; sin embargo, los resultados son dificiles de
interpretar, debido a la gran variacion entre los vectores
empleados, las vias de administracion y los blancos tera-
péuticos. Uno de los problemas mas importantes a consi-
derar es que la eficiencia de la transferencia de material
genético es inversa al tamano del huésped, en parte por
la difusion limitada del vector en una mayor cantidad
de tejido. Por ello, a pesar de que varios estudios sean
promisorios en modelos animales, los resultados pueden
ser dificiles de reproducir en humanos. Sin embargo, los
resultados de los pocos ensayos clinicos realizados com-
prueban que la TG es una estrategia con viabilidad para
tratar grupos de pacientes que no son susceptibles de
ser tratados con opciones convencionales.

Sistema [3-adrenérgico

Las alteraciones de los receptores b-adrenérgicos durante
la IC han sido descritas extensamente, abarcando desde
una disminucion de la densidad de receptores en el mio-
cardio, hasta una desensibilizacion a los B-agonistas.
La desensibilizacion de los receptores explica en gran
medida la naturaleza refractaria a los tratamientos dirigi-
dos a las vias adrenérgicos. Los receptores B-adrenérgicos
se encuentran acoplados a proteinas G, y éstas, reguladas
por proteinas cinasas de receptores acoplados a protei-
nas G, conocidas en el caso de los receptores adrenérgicos
como BARK1 (Beta Adrenergic Receptor Kinase) y ARK2;
estas dos enzimas se encuentran aumentadas durante la
IC, lo que contribuye de manera importante a la desensi-
bilizacion de los receptores.? En ratones transgénicos con
sobre-expresion de los receptores b se desarrolla miocar-
diopatia, mientras que en animales que sobre-expresan
receptores f3,, la contractilidad se encuentra aumentada
sin que se desarrolle ninguna enfermedad.

En modelos animales se ha demostrado que la sobre-
expresion de receptores P, dirigida al tejido cardiaco,
se asocia con una contractilidad aumentada y una ma-
yor respuesta a isoproterenol,'-'” En ratones en los que
se sobre-expresa BARK1 se encuentra una contractilidad
disminuida en respuesta a isoproterenol, mientras que ra-
tones sobre-expresando un inhibidor de BARK1, llamado
BARK1ct, tienen una funcion cardiaca incrementada.?
Estos datos sugieren que la manipulacion de la funcion
de BARK1 tiene un impacto sobre la funcion cardiaca, sus-
ceptible de manipularse por TG.

En modelos animales de IC, se ha demostrado que la
transferencia de un vector adenoviral con BARK1ct en
conejos con infarto agudo, previene las alteraciones
en el sistema B-adrenérgico, mejora la funcién miocardica
y previene la aparicion de IC.%° Otra estrategia empleada
para modificar por TG componentes del sistema B-adre-
nérgico, incluye la sobre-expresion del recapturador-1 de
norepinefrina en el corazon. Esta proteina se encuentra
disminuida durante la IC, lo que provoca un aumento de
los niveles extracelulares de catecolaminas, derivando en
el estado hiperadrenérgico que tiene un papel central
en la desensibilizacion de los receptores. En conejos con
IC, en los que se generd una sobre-expresion del recap-
turador-1, la concentracion de norepinefrina se mantuvo
en niveles similares a los normales, lo que se asocié con

una mejor funcion cardiaca, y se revirtid la hipertrofia
cardiaca, recuperandose el fenotipo normal del corazon.?!

Sefnalizacion intracelular

En la patogénesis de la IC, el estado hiperadrenérgico y
las alteraciones en las concentraciones intracelulares de
Ca*, contribuyen a alterar la activacion de distintas vias
intracelulares, lo que las convierte en blancos potencia-
les para TG. Hasta la fecha se han explorado la adenilato
ciclasa y la proteina cinasa C (PKC).

La adenilato ciclasa en una molécula central en los
miocitos cardiacos, en particular la tipo VI (AC,). En mo-
delos animales con IC se ha demostrado que la sobre-ex-
presion de la AC,, mejora la funcion cardiaca e incremen-
ta la sobrevida. En cerdos con IC establecida, ademas de
mejorar los valores hemodinamicos, la funcion cardiaca y
la respuesta al isoproterenol, la expresion de la AC,, pre-
viene la remodelacion de la pared cardiaca y la aparicion
de fibrosis.? Se cree que la funcion de la AC,, en el trata-
miento de la IC no es sélo en relacion con un aumento de
los niveles de AMPc, ya que también modifica la expre-
sion de otros genes, favoreciendo la expresion de genes
(tiles para la contraccion miocardica.

El otro blanco para TG que ha sido explorado es la fa-
milia de la PKC, la cual es un componente de varias vias de
transduccion asociadas a membrana. La isoforma PKCo es
la mas abundante en el corazdn, en donde se ha reportado
un papel muy importante en la regulacion de la contracti-
lidad cardiaca; la pérdida de la funcién contractil en la IC
va acompanada de un incremento en los niveles de PKCo
en el corazon. Con base en esta funcion, se han realizado
estudios en modelos animales transfiriendo una dominante
negativa de PKCo. por medio de un vector adenoviral, para
determinar su viabilidad como opcion terapéutica. En ra-
tas con IC posinfarto, se encontré que la transferencia de
una dominante negativa de PKCo mejora la contractilidad
miocardica y los valores hemodinamicos.?

Apoptosis

Se sabe que durante la dilatacion de cavidades observada
en la IC existe una remodelacion de la pared miocardica;
se ha propuesto que uno de los mecanismos responsables
de este proceso es la apoptosis de los miocitos cardiacos.
A pesar de que no se conocen los mecanismos precisos por
los que la apoptosis contribuye a la remodelacion de la
pared miocardica, se han realizado estudios bloqueando
por TG vias apoptoticas con resultados positivos.

El factor Bcl-2 es capaz de bloquear la apoptosis; ha
sido administrado por medio de un vector adenoviral, des-
pués de un periodo de isquemia miocardica en conejos,
donde se encontré que es capaz de evitar el deterioro
de la funcion cardiaca a corto y a largo plazo, ademas de
prevenir la dilatacion de cavidades y su remodelacion.?
También se demostré que previene la apoptosis en los bor-
des del area lesionada, aunque no se ha determinado si la
expresion de Bcl-2 es requerida en el momento inicial o se
requiere de una expresion a largo plazo.

La proteina p38, es un miembro de las cinasas, de
proteinas mitdgeno-activadas (MPAK), un regulador fun-
damental del crecimiento, sobrevida y muerte celular. Se
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ha reportado que después de un infarto al miocardio la
actividad de p38 disminuye, lo que contribuye al desarrollo
de apoptosis en el corazén, aumentando el deterioro de la
funcion y la remodelacion de la pared. Cuando ratas pos-
infarto son tratadas con un vector adenoviral para sobre-
expresar p38, se encuentra que previene el deterioro de
la funcion miocardica, tiene un efecto antiapoptotico, y
evita la fibrosis y remodelacion de la pared ventricular.?

Terapia para causas genéticas
de insuficiencia cardiaca

Se han identificado multiples causas de IC que se deben
a mutaciones genéticas; sin embargo, se sabe que éstas
constituyen un porcentaje minimo de los casos de IC. Es-
tas causas involucran a varios mecanismos patologicos,
principalmente proteinas de la sarcomera y del citoes-
queleto.””# En teoria estas causas de IC ofrecen un blan-
co inmediato para IC, debido a que al ser monogénicas
tienen un mecanismo patologico mas directo, y aislado de
las redes de regulacion involucradas en otros elementos
ya mencionados. En esta linea de investigacion, se ha de-
mostrado que al sobre-expresar una proteina sarcomérica
exogena, ésta se ensambla de forma ordenada y estequio-
métrica en el citoplasma. La idea en este tipo de terapia
es desplazar a la proteina endogena que tiene el defecto,
al cambiar la estequiometria en el interior de la célula.
Este tipo de terapia no ha sido explorada experimental-
mente, aunque es susceptible de serlo con modelos ani-
males que reproducen a miocardiopatias hereditarias.

También se han identificado mutaciones de proteinas de
mayor tamano, como la distrofina en la distrofia muscular
de Duchenne, en donde se han descrito varias mutaciones
e incluso se ha encontrado que truncan a la proteina.® En
estos casos la posibilidad de ser tratados por TG presenta
mayores dificultades técnicas, aunque se ha demostrado
que la transferencia de un mini gen de distrofina puede
mejorar la sintomatologia.®#

Conclusiones

A pesar de los avances terapéuticos, la insuficiencia car-
diaca continlGa siendo una de las principales causas de
mortalidad; la TG se presenta como una opcion promiso-
ria, al tener la capacidad de corregir los defectos funda-
mentales observados en la insuficiencia cardiaca. En la
actualidad es un area de investigacion basica, preclinica
y clinica de gran importancia, que puede dar resultados
positivos en un futuro no distante. Uno de los mayores
obstaculos que presenta la experimentacion y aplicacion
clinica de ésta y otras opciones terapéuticas es la comple-
jidad de los mecanismos de accion, por lo que se requiere
que éstos, junto con las indicaciones, sean conocidos y
entendidos para explotar al maximo las nuevas capaci-
dades que esta opcion terapéutica ofrece, por lo que es
necesario seguir estrechamente los avances que se tengan
en este campo en los proximos anos.
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