Gastroenterol Hepatol. 2010;33(Espec Congr 1):32-37

www.elsevier.es/gastroenterologia

Gastroenterologia y Hepatologia

XXXV CONGRESO ANUAL DE LA FUNDACION/ASOCIACION ESPANOLA PARA EL ESTUDIO DEL HIGADO

Terapia génica de las enfermedades hepaticas

J. Prieto* y G. Gonzalez-Aseguinolaza

CIMA y Clinica Universitaria, Universidad de Navarra, Pamplona, Espaha

Introduccion

La terapia génica es una modalidad de tratamiento médico
basada en la transferencia de genes a los tejidos, con la fi-
nalidad de que las propias células del organo enfermo o el
organo diana sinteticen las moléculas capaces de mediar los
efectos terapéuticos'. Se dice que una célula o tejido ha
sido transducida cuando ha incorporado el gen exogeno
(transgén) y comienza a producir la proteina terapéutica.
Para conseguir la transduccion celular es preciso empaque-
tar el transgén en construidos moleculares que le permitan
atravesar la membrana citoplasmatica y llegar al nlcleo de
la célula. A estos construidos moleculares se les denomina
vectores de terapia génica, siendo los mas comdnmente
usados los basados en estructuras virales'3.

Los vectores virales se generan deleccionando 1 o mas
genes del virus nativo, los cuales son sustituidos por el
transgén*. Este se utiliza normalmente en forma de ADN
complementario (ADNc) codificante para la proteina tera-
péutica: el ADNc se introduce en el vector precedido por un
promotor y seguido por una cola poliA; a este conjunto se le
denomina casete de expresion®. El promotor puede ser uni-
versal o especifico de tejido y pueden utilizarse promotores
constitutivos o inducibles®. Los vectores virales se clasifican
segun la estructura viral en que se basan (adenovirales, re-
trovirales-lentivirales, adenoasociados [AAV], etc.)*y segln
la duracion de la expresion del transgén en los tejidos trans-
ducidos. Hay vectores de expresion corta (como los adeno-
virus recombinantes de primera generacion que permiten
una expresion del transgén de alrededor de 1 semana)’ y
vectores de larga expresion (expresion durante meses o
anos o toda la vida) como los virus AAV, los adenovirus de
tercera generacion, también llamados adenovirus gutless o
helper-dependientes y los retrovirus®'. Los vectores tam-
bién se pueden clasificar segln se integren o no en el geno-
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ma del huésped. Los adenovirus permanecen episomicos
mientras que los retrovirus son vectores integrativos®'°. En
cuanto a los AAV, mientras en su forma salvaje se integran
de forma especifica en el cromosoma 19, su version recom-
binante tiene escasa capacidad de integracion'.

La terapia génica es un procedimiento terapéutico de
gran plasticidad que se puede utilizar tanto para las enfer-
medades genéticas hereditarias como para cuadros patolé-
gicos adquiridos, como enfermedades degenerativas, neo-
plasias, procesos inflamatorios cronicos o infecciones
persistentes'?'3. Cada aplicacion requiere el uso de los vec-
tores y transgenes adecuados que han de ser seleccionados
segln la estrategia terapéutica a utilizar. La administracion
del vector puede realizarse mediante administracion direc-
ta del vector al paciente, terapia génica in vivo, inyeccion
intravenosa o intralesional o mediante la transduccion ex
vivo de la poblacion celular diana previamente extraida del
paciente’. En este Gltimo caso pueden obtenerse las células
del individuo enfermo, por ejemplo, células dendriticas o
células progenitoras hematopoyéticas o células progenito-
ras endoteliales, y tras su transduccién con el vector esco-
gido, volver a inyectarlas en el paciente. Esta estrategia
que combina terapia celular y génica es muy prometedora
para el tratamiento de una gran variedad de procesos pato-
logicos™ e,

Transferencia génica para el tratamiento
de las enfermedades del higado

La terapia génica se puede contemplar para una amplia di-
versidad de enfermedades que afectan al higado, y también
para el tratamiento de cuadros clinicos en los que el higado
no esta afectado pero es utilizado como maquinaria de sin-
tesis de proteinas plasmaticas deficitarias. El tratamiento
de la hemofilia B mediante terapia génica es un claro ejem-
plo de tratamiento desde el higado de una enfermedad no
hepatica, en este caso se transduce el higado con un vector
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codificante para el factor IX de la coagulacion, de forma
que el higado actlia como fuente del factor de coagula-
cion',

En el caso de las enfermedades hepaticas, la terapia gé-
nica se puede utilizar para el tratamiento de las enferme-
dades metabélicas hereditarias, como la porfiria aguda in-
termitente (PAI)'8, los tumores primitivos y metastasicos del
higado™?', la hepatitis viral cronica?? y la cirrosis hepati-
ca®. La combinacion de terapia celular y génica se puede
aplicar a las enfermedades hepaticas agudas severas y tam-
bién puede resultar Gtil en el tratamiento de enfermedades
crénicas como la cirrosis. Haremos una breve consideracion
de cada una de estas aplicaciones?t.

Terapia génica de la porfiria aguda intermitente

La PAl es una enfermedad metabdlica hereditaria, que se
caracteriza por una actividad reducida de la via de la sinte-
sis del heme debida a la deficiencia parcial del enzima por-
fobilinogeno deaminasa (PBGD). La enfermedad se hereda
de modo autosémico dominante, y la mayor parte de los
pacientes son heterocigotos, en homocigosis mutaciones en
PBGD son normalmente letales?. En la PAI, la actividad de
PBGD es de alrededor del 50% de la normal. Las crisis agu-
das de la enfermedad se presentan cuando los requerimien-
tos de hemo aumentan por efecto de infecciones, adminis-
tracion de farmacos o alteraciones hormonales superando
las posibilidades de sintesis. La activacion de la via metabo-
lica comporta el acimulo de precursores ALAy PBG que son
responsables de los ataques neuroviscerales y las alteracio-
nes neurologicas (alteraciones psiquicas y polineuropatia)
que presentan estos pacientes. En la PAI, la fuente principal
de ALAy PBG es el higado en los que la deficiencia de PBGD
ocasiona el acumulo de precursores de porfirinas en situa-
ciones de aumento de demanda de heme?-%’. La PAl es una
enfermedad susceptible de terapia génica, ya que la trans-
duccion de los hepatocitos con un vector que exprese la
version correcta del enzima comportaria un aumento de ac-
tividad enzimatica en higado capaz de evitar las crisis agu-
das provocadas por la activacion de la via de la biosintesis
del heme'®2%2°, Esta opcion terapéutica estaria justificada
para pacientes con crisis repetidas de ataques agudos seve-
ros o con neuropatia establecida. En nuestro grupo hemos
mostrado que la transduccion del higado de ratones porfiri-
cos con un vector AAV codificante para PBGD es capaz de
evitar la acumulacion de ALAy PBG en estos animales cuan-
do se les provoca un ataque agudo mediante administracion
de fenobarbital. Asimismo, hemos observado que el trata-
miento génico es eficaz en la prevencion de la polineuropa-
tia (Fontanellas et al, articulo en preparacion).

Terapia génica de la hepatitis viral crénica

La introduccion de nuevos farmacos antivirales para la in-
feccion cronica por el virus de la hepatitis B (VHB) ha revo-
lucionado el tratamiento de esta enfermedad, en la que la
respuesta al interferéon (IFN) es inferior al 30%, siendo mu-
cho menor el porcentaje de respuestas en pacientes con
alta viremia infectados en la infancia. Los analogos de
nucleos(t)idos son altamente efectivos, pero su administra-
cion ha de ser continuada en el tiempo pues la interrupcion

va seguida frecuentemente de rebrote de la replicacion vi-
ral, al no inducir estos farmacos respuesta inmune contra
antigenos del virus en la mayoria de los casos®>3'. Por tanto,
es deseable un tratamiento que sea eficaz en la supresion
de la replicacion del virus y en la estimulacion de la res-
puesta inmune antiviral que permita la eliminacion del
agente infeccioso en un periodo corto.

Recientemente, se ha observado que la seroconversion a
anti-e y la supresion de la replicacion viral tras tratamiento
con IFN-a van asociados a un pico de interleucina (IL)-12 en
suero. Esta citocina juega un papel central en la orquesta-
cion de la respuesta inmune celular de tipo TH1 y en la ac-
tivacion de los linfocitos T citotdxicos, criticos para la eli-
minacion de las células infectadas?. Es por tanto concebible
que la induccion de la expresion de IL-12 en el propio higa-
do pueda facilitar la eliminacion de la replicacion viral.
Para probar este concepto, se han utilizado marmotas con
infeccion cronica por el virus de la hepatitis de la marmota
(WHYV, woodchuck hepatitis virus), un modelo que reprodu-
ce con notable similitud la hepatitis cronica B de alta vire-
mia. El WHYV tiene una alta homologia con el VHB en su or-
ganizacion genética, en su estructura antigénica y en las
caracteristicas serologicas y evolutivas de la enfermedad
hepatica que origina®. Las marmotas infectadas en el pe-
riodo neonatal desarrollan tolerancia al virus, y la infeccion
se hace cronica y se asocia a una alta carga viral y marcada
resistencia al tratamiento con INF-a34.

Para el tratamiento de estos animales hemos construido
un vector adenoviral de tercera generacion (gutless) de lar-
ga expresion codificante para IL-12 bajo el control de un
promotor inducible y hepatoespecifico (gAdIL-12). El vector
se inyecto directamente en el parénquima hepatico y se
procedid a continuacion a la administracion del inductor
(mifepristone) durante 40 dias. La toma del inductor produ-
jo un aumento de IL-12 en el higado reflejado en una eleva-
cion de la IL-12 sérica. La sobreexpresion de IL-12 se asocio
a una marcada reduccion de la carga viral en todos los ani-
males en los que los valores basales de virus en sangre esta-
ban por debajo de 10" genomas virales (gv)/ml. En contras-
te, en las marmotas con viremia superior a 10" gv/ml sélo
se produjeron pequenas variaciones en la carga viral. La
respuesta al tratamiento se acompand de la apariciéon de
una respuesta inmune celular frente a los antigenos virales,
indicando que la expresion intrahepatica de IL-12 era capaz
de romper la tolerancia frente al virus®. Dado que la carga
viral en la infeccion crénica por VHB en humanos no excede
habitualmente el limite de 102, la terapia basada en la
transferencia génica de IL-12 al higado con vectores de lar-
ga expresion y promotores inducibles podria constituir un
tratamiento eficaz, econémico y de breve duracion para la
hepatitis crénica B. Uno de los atractivos de esta modalidad
terapéutica es que los valores intrahepaticos de IL-12 son
superiores a los valores séricos, con lo que se maximiza la
accion terapéutica mientras que se reduce el riesgo de
efectos secundarios sistémicos.

Terapia génica de la cirrosis hepatica
La cirrosis hepatica es un proceso resultante de un dano del

parénquima hepatico mantenido en el tiempo que provoca
una alteracion en la estructura histologica del higado por la
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produccion de tejido fibroso y la aparicion de noédulos de
regeneracion®. Las consecuencias fisiopatologicas de la ci-
rrosis hepatica estan vinculadas a la insuficiencia hepatoce-
lular, por un lado, y la hipertension portal, por otro. La
persistencia de la actividad inflamatoria en el higado se
considera como una de las causas que predisponen al desa-
rrollo de hepatocarcinoma (HCC) en la cirrosis hepatica. En
la actualidad, el tratamiento de la cirrosis hepatica es el
manejo/prevencion de las complicaciones y la practica del
trasplante hepatico en las fases avanzadas de la enferme-
dad®. Sin embargo, la limitacion de donantes junto con la
existencia de contraindicaciones al trasplante por morbili-
dad o superacion de los limites de edad, hace que el recam-
bio de o6rganos sea aplicable solo a una minoria de los pa-
cientes con cirrosis hepatica avanzada. Por ello, es urgente
el desarrollo de tratamientos alternativos para este tipo de
pacientes.

Aunque durante mucho tiempo se ha considerado que la
cirrosis es un proceso irreversible, evidencias recientes han
mostrado que en algunos casos es posible la regresion de la
lesion al cesar el dafio¥. La reversion se acompana de una
interrupcion de la fibrogénesis y activacion simultanea de la
fibrélisis. La posibilidad de transferir al higado genes codifi-
cantes de factores hepatoprotectores y antifibrogénicos
ofrece perspectivas para nuevos tratamientos de la cirrosis
hepatica.

En estudios pioneros de la terapia génica de la cirrosis,
autores japoneses mostraron en 1999 que la transduccion
del higado cirrético con vectores que expresaban HGF oca-
sionaba una marcada disminucion de la fibrosis y una signi-
ficativa mejoria de la funcion hepatocelular®. Otro trans-
gén que es de potencial interés para el tratamiento de la
cirrosis es la IGF-I. Esta hormona, que es producida por he-
patocitos (y otras células) en respuesta a la hormona del
crecimiento, ejerce potentes efectos anabolizantes y he-
patoprotectores. En la cirrosis hepatica los valores séricos
de IGF-1 se encuentran disminuidos, y llegan a ser indetec-
tables en las fases avanzadas de la enfermedad®. Nuestro
grupo ha mostrado que la administracion de IGF-I recombi-
nante a ratas cirréticas ocasionaba la reduccion de la fibro-
sis y de la presion portal junto con una clara mejoria de la
funcion hepatica®#'. Los efectos beneficiosos del trata-
miento con IGF-1 en pacientes cirroticos también se eviden-
ciaron en un ensayo clinico piloto en pacientes con cirrosis
alcohdlica en los que se observo una significativa elevacion
de la albumina y descenso del indice Child-pugh®. En estu-
dios mas recientes en ratas con cirrosis inducida por admi-
nistracion de CCl, o por tioacetamida, se comprob6 que la
terapia génica con vectores virales SV40 que expresan IGF-|
era capaz de revertir la cirrosis y mejorar significativamen-
te la funcion hepatica. Ello se acompai6 de una disminu-
cion en la produccion de factores profibrogénicos (incluyen-
do TGF-B y PDGF) y de TIMP-1 y 2 junto con aumento de la
expresion y actividad de metaloproteasas. Se observé que
la expresion intrahepatica de IGF-1 inducia la produccion de
factores hepatoprotectores, como HGF, y disminuia la ex-
presion de citocinas proinflamatorias (Sobrevals et al, He-
patology 2009, aceptado).

Es interesante anotar que tanto en el higado sano como
en el cirrotico, los hepatocitos no expresan receptor para
IGF-I (IGFI-R), el cual solo esta presente en células no pa-

renquimatosas. La expresion de IGFI-R es prominente en los
tractos fibrosos que rodean los nodulos de regeneracion,
indicando que IGF-I actiia sobre miofibroblastos y células
del tejido cicatricial, induciendo en ellas la produccion de
factores de crecimiento capaces de orquestar un programa
bioldgico de reparacion tisular conducente a la disminucion
del tejido fibroso y mejorar la funcionalidad hepatocelular
(Sobrevals et al, Hepatology 2010, en prensa).

Estos estudios llevados a cabo en ratas cirroticas apoyan
la idea de que la cirrosis no es un proceso irreversible sino
que, por el contrario, es una lesion susceptible de modula-
cion con terapia biologica. Este cambio conceptual en el
enfoque de la cirrosis hepatica podria modificar en el futuro
proximo su tratamiento de modo tan revolucionario como lo
fue el trasplante hepatico hace ya un cuarto de siglo.

Terapia génica de los tumores primitivos
y metastasicos del higado

El cancer primario de higado es el sexto cancer mas comun
y el tercero en cuanto a niUmero de muertes en el ambito
mundial. El tumor primitivo del higado mas frecuente es el
HCC (80-90%), con mas de 626.000 nuevos casos anuales Y,
en la actualidad, en el mundo constituye la cuarta causa de
muerte por tumores malignos. Le sigue en frecuencia a gran
distancia el colangiocarcinoma (CC)*. La frecuencia de am-
bos tipos de cancer esta aumentando en los Ultimos afios**.
El HCC se asienta frecuentemente en higados cirroticos
mientras que el CC aparece habitualmente sobre higados no
cirréticos. El primero es mas comudn en varones mientras
que en el segundo predominan las mujeres-+.

En el tratamiento del HCC, la reseccion quirlrgica (o téc-
nicas ablativas como la alcoholizacion o la radiofrecuencia)
y el trasplante hepatico son procedimientos potencialmen-
te curativos en las fases tempranas de la enfermedad, y son
aplicables a un nimero reducido de pacientes. En las lesio-
nes mas extensas o con invasion vascular macroscopica (cir-
cunstancias clinicas habitualmente presentes en el momen-
to del diagnodstico), solo pueden utilizarse tratamientos
paliativos como la quimioembolizacion, la radioemboliza-
cion o el tratamiento biologico dianizado (p. €j., inhibido-
res de cinasas como el sorafenib)*#°. En estos pacientes, asi
como en los CC no resecables quirtrgicamente, la escasa
supervivencia que se alcanza con los tratamientos actual-
mente disponibles hace necesaria la introduccion de nuevos
métodos terapéuticos capaces de controlar la progresion
del tumor.

Tanto el HCC como el CC se desarrollan durante gran par-
te de su historia natural dentro del propio higado, lo que
también ocurre en otras neoplasias, como los tumores neu-
roendocrinos o las metastasis metacronicas colorrectales.
En todos estos casos, la terapia génica dirigida al higado
ofrece la oportunidad de actuar en el propio terreno donde
el tumor crece, permitiendo modificar el microambiente
tumoral y/o estimular la respuesta inmune frente al tu-
m0r50,51.

Las estrategias de terapia génica que se pueden adoptar
frente al cancer son diversas. Entre ellas cabe mencionar: a)
la transferencia al tumor de genes supresores de tumores,
como p53; b) la transduccion del tumor con genes suicidas
(codificantes para enzimas que transforman un farmaco
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como el ganciclovir en un derivado altamente citotdxico); c)
la transduccion del tumor o del tejido alrededor del tumor
con genes codificantes para citocinas inmunoestimuladoras;
d) la transduccion del tejido tumoral o peritumoral con ge-
nes que modifican el microambiente del tumor como, por
ejemplo, moléculas con accién antiangiogénica, y e) la in-
feccion del tumor con virus replicativos oncoliticos. Para
lograr eficacia clinica utilizando las 2 primeras modalidades
terapéuticas seria necesario transducir la totalidad de las
células tumorales, lo cual es imposible en la practica. Resul-
tan pues mas atractivas las 3 Ultimas modalidades terapéu-
ticas, que permiten un tratamiento antitumoral efectivo sin
necesidad de transducir todas las células del tumor>.

— Inmunoterapia del cancer de higado basada en transfe-
rencia génica. Para la terapia génica de tumores hepati-
cos en modelos animales se han usado distintas citocinas
y moléculas inmunoestimuladoras para inducir una res-
puesta inmune efectiva frente al tumor. En nuestro grupo
hemos utilizado la IL-12 en ensayos clinicos en pacientes
con tumores primitivos y metastasicos de higado®. En es-
tos estudios piloto el transgén se vehiculizé en un adeno-
virus de primera generacion con promotor constitutivo.
El vector se administré mediante inyeccién intratumoral
directa con control ecografico siguiendo un esquema de
escalado de dosis. Cada paciente recibio 3 dosis del vec-
tor con una separacion de 1 mes entre una y otra. El
tratamiento fue bien tolerado, pero la eficacia fue escasa
debido, en parte, a la brevedad de la expresion del trans-
gény al hecho de que la primera inyeccién del adenovirus
indujera anticuerpos neutralizantes que bloquearon el
efecto de las siguientes administraciones del vector. Los
resultados de estos estudios indican que para el trata-
miento del cancer hepatico se precisa usar vectores que
posibiliten una larga reexpresion del transgén y emplear
promotores inducibles que permitan regular su expresion
de modo que se alcancen valores terapéuticos sin produ-
cir efectos adversos colaterales. Con el uso de estos vec-
tores se ha podido obtener respuestas de hasta el 40% en
animales transgénicos con HCC multifocal de muy dificil
tratamiento®. Asimismo, se ha podido observar en mode-
los experimentales de tumores de colon metastasicos en
higado que hay una sinergia entre la terapia génica basa-
da en IL-12 y la quimioterapia con oxaliplatino, lo que
resulta prometedor como estrategia capaz de mejorar la
eficacia del tratamiento quimioterapico estandar de es-
tos procesos (Gonzalez-Aparicio, articulo en prepara-
cion).

— Terapia génica para detener la progresion tumoral me-
diante la modificacion del microambiente tumoral. El mi-
croambiente tumoral juega un papel capital en la progre-
sion de la enfermedad. Sin la formacion de nuevos vasos
que aporten oxigeno y nutrientes no es posible el creci-
miento del tumor. Ademas, el tejido tumoral precisa
crear un ambiente que le permita escapar a las células
efectoras de la respuesta inmune antitumoral. En la es-
troma del tumor abundan los linfocitos Treg y las células
mieloides supresoras (MSC) que bloquean a las células T
efectoras e inducen la conversion de células T naive en T
reguladoras. Tanto los Treg como las MSC son fuente de
TGF-B y de IL-10, 2 potentes citocinas inmunosupresoras

e inductoras de los Treg. Uno de los sistemas mas poten-
tes utilizados por el tumor para condicionar el microam-
biente es la via Wnt, constituida por un conjunto de glu-
coproteinas que interacciona con un receptor en la
membrana celular llamado Frizzled (Fz), el cual al acti-
varse aumenta los niveles de beta-catenina libre en el
citoplasma, permitiendo su paso al nicleo en donde in-
terviene en la activacion de genes que regulan la prolife-
racion y sobrevivencia celular. Ademas, Wnt actlia por via
no canonica activando Rac, RhoA y fosfolipasa C, modu-
lando la actividad del citoesqueleto y la expresion de una
diversidad de genes que intervienen en el crecimiento y
la diferenciacion celular. La via Wnt tiene una serie de
sistemas de control como sFRP (proteina soluble relacio-
nada con Fz) y Wif (Wnt inhibitory factor), que se unen a
Wnt impidiendo su union a Fz. Estudios de nuestro grupo
han evidenciado que Wnt estimula la angiogénesis tumo-
ral y que la expresion de sFRP y/o Wif utilizando vectores
adenovirales impide la formacion de nuevos vasos en mo-
delos animales de HCC*. El empleo de vectores codifican-
tes de sFRP o de Wif para la transduccion del higado tu-
moral constituye una estrategia muy atractiva para el
tratamiento del HCC, maxime cuando se ha visto que Wnt
puede resultar critico para la diferenciacion y expansion
de Treg. Por tanto, los inhibidores de Wnt no sélo actua-
rian como antiangiogénicos, sino también como facilita-
dores de la respuesta inmune antitumoral.

— Viroterapia. Esta estrategia esta basada en el uso de virus

que replican y matan preferencialmente las células tu-
morales. Estas células se convierten ademas en fuente de
nuevas particulas virales que infectan a las células cance-
rosas del entorno. Los vectores mas cominmente utiliza-
dos han sido los adenovirus. El primero de la serie, llama-
do ONYX-015, se basa en la delecion del gen adenoviral
E1B que hace a la replicacidon dependiente de la falta de
p53 funcional. En los ensayos clinicos, este vector se ad-
ministré a pacientes con tumores primarios y metastasi-
cos del higado, pero el efecto antitumoral fue ausente o
muy limitado®. Estos pobres efectos terapéuticos se de-
ben, en parte, a la fuerte respuesta inmune neutralizan-
te que induce este tipo de vectores. Una estrategia que
se esta ensayando es el equipamiento de los adenovirus
oncoliticos con genes capaces de estimular la inmunidad
antitumoral (como la IL-12). En la actualidad, se estan
llevando a cabo estudios para determinar si este tipo de
vectores son capaces de estimular respuestas inmunes
antitumorales mas efectivas®.
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