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Nefrologia y terapia génica: ciencia basica para el clinico

En la dltima década la ingenieria genética ha desarrollado técnicas que han hecho posible, por
una parte, transferir e incorporar genes a células, tejidos U érganos e incluso a la totalidad de las
células de un ser vivo (animales transgénicos) y, por otra, suprimir la expresion de un gen dado (su-
primir la sintesis de la proteina para la cual el gen codifica). Estos rapidos avances estan abriendo
las puertas a la era de la terapia genica.

Existen métodos fisicos y bioldgicos de transferencia génica'. Los primeros se utilizan para trans-
ferir genes a lineas celulares en cultivo. Basicamente se trata de incubar células con el ADN del gen
de interés, empleando fosfato calcico o electricidad, para aumentar la permeabilidad de la membrana
celular al ADN, haciendo posible que éste se incorpore al genoma celular. Mediante estas técnicas
es posible obtener expresiones transitorias del gen transferido. Si bien la transitoriedad presupone
una limitacién metodologica importante, han resultado de gran utilidad para el desarrollo de los siste-
mas bioldgicos de transferencia génica.

Los métodos biologicos de transferencia génica utilizan virus principalmente adenovirus y retrovirus.
Los retrovirus son virus de ARN que poseen la enzima transcriptasa inversa, especifica de estos vi-
rus y de la cual derivan su nombre. Esta enzima es capaz de hacer el proceso normal de transcrip-
cion —sintesis de ARN a partir de un molde de ADN— en sentido opuesto. Los retrovirus penetran a
las células a través de un receptor de membrana. Una vez en el citoplasma el ARN del virus, primero
hace la transcripcion inversa de su ARN formando ADN complementario (ADNc). Seguidamente, el
ADNc del virus entra en el nicleo y se integra en el genoma celular, proceso dirigido por la enzima
viral integrasa. El genoma viral (provirus) se hereda en forma Mendeliana en las células hijas. Dado
que el provirus codifica también por su promotor (region del gen que regula su transcripcion), las células
infectadas expresan el gen viral de manera tal que sintetizan particulas virales indefinidamente. Ade-
mas, es interesante senalar que las particulas virales forman su membrana a expensas de la propia
membrana celular de la célula infectada. El ciclo biolégico de los retrovirus puede resultar totalmente
inocuo para la célula infectada, de alli la facilidad de producir retrovirus en el laboratorio.

La utilizacion de retrovirus para la transferencia genética se basa en estas caracteristicas Unicas
del ciclo biolégico de los retrovirus. Un requerimiento importante para que los retrovirus puedan com-
pletar su ciclo biolégico es que las células huésped deben estar en fase de replicacion (fase S del
ciclo celular) para poder incorporar el genoma viral. Este hecho, cuya explicacion no se conoce bien,
constituye una limitacion importante?. En efecto, la mayor parte de las células de un organismo adul-
to, y muy especialmente el tejido renal, se encuentran en fase de quiescencia y por lo tanto no serian
susceptibles de incorporar el genoma viral.

Las técnicas actuales de ingenieria genéetica permiten modificar el genoma viral. Asi, con el uso
de enzimas de restriccion (endonucleasas) es posible cortar y remover fragmentos del genoma viral
potencialmente patégenos o que no son de interés. En una segunda etapa, se emplean técnicas de
transferencia fisica para incorporar en las células productoras de virus hasta 10 KB de ADN del gen
a transferir, de manera tal que la nueva particula viral, al infectar una nueva célula es capaz de incor-
porar en ella el gen de interés?.

Recientemente en el Departamento de Nefrologia de la Universidad de California en Los Angeles
se han desarrollado con éxito dos métodos de transferencia genética en rinon de mamifero. En el
primero de éstos® se empleo la técnica del transplante de metanefros. Con esta técnica descrita pre-
viamente por Woolf y cols.* se demostro la posibilidad de crear rinones quiméricos en ratones, donde
el tejido metanéfrico de raton era capaz de completar su desarrollo al ser transplantado en un rinén
de ratén neonato. Este tejido metanéfrico presenta una alta replicacion celular, haciendo posible la
incorporacion del genoma retroviral®*. En un segundo modelo, se utilizo el acido félico, sustancia ca-
paz de producir una necrosis tubular aguda reversible seguida de una fase de reparacion con una
intensa replicacion celular. De esta forma se consiguio una «ventana biolégica» especifica, durante
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la cual solo las células del epitelio tubular pueden ser infectadas por un retrovirus y por lo tanto ser
susceptibles de transferencia genética®.

El factor mas importante al intentar desarrollar técnicas de transferencia génica es sin duda la ob-
tencion y produccion del vector retroviral. Para la obtencion del vector viral en el citado trabajo de
Woolf y col® se empled el retrovirus Psi-2 BAG que ha sido utilizado con éxito para transferir o incor-
porar genes en otros tejidos. Esta célula productora de virus es un producto de ingenieria genética
derivada de fibroblastos a los cuales se les ha transferido el gen del vector BAG. En cultivo, estas
células producen la particula viral (BAG), lo que permite la obtencion del vector viral de transferencia
en el laboratorio. El vector retroviral BAG codifica el gen lac-z cuyo producto es la enzima beta
galactosidasa. Es importante destacar que para controlar las infecciones retrovirales se han desarro-
llado técnicas que, mediante el uso de endonucleasas especificas, permiten remover parte del genoma
viral que codifica para la replicaciéon del mismo. De esta forma una particula viral es capaz de infec-
tar solo una célula. Esto si bien disminuye la eficacia de la transferencia génica, evita la propagacion
descontrolada de particulas virales.

Para la realizacion del transplante de metanefros se emplearon ratones obtenidos a las dos sema-
nas de gestacion. El tejido metanefrico obtenido fue incubado con una suspensién del vector viral y
trasplantado en rinén de ratones recién nacidos. Para desarrollar el método de transferencia génica
en ratas adultas se empleo el acido folico. A la dosis utilizada (240 mg/kg), el acido félico indujo una
necrosis tubular aguda subclinica (poliuria) seguida de una recuperacion ad integrum (histoldgica y
funcional). El vector viral se inyectd en el parénquima renal 48 h después de la administracion del
acido folico, periodo de maxima replicacion celular (timidina tritiada).

Para demostrar la incorporacion del gen (provirus) en el genoma renal se empleé la técnica de la
reaccion en cadena de la ADN polimerasa (PCR) para amplificar el fragmento de 559 pares de bases
del provirus BAG y posteriormente se visualizo en una electroforesis de gel de agarosa. La expresion
de la enzima beta galactosidasa se estudié en cortes histologicos congelados con la técnica de X-
gal, especifica para la enzima.

En estos experimentos, si bien no se cuantificé la cantidad de células que integraron el gen trans-
ferido en su genoma, es interesante senalar que la expresion del producto del gen se observd en
una proporcion menor a la de su integracion en el genoma renal, a juzgar por los resultados obteni-
dos mediante X-gal y PCR respectivamente. Asi, mientras el PCR fue positivo en el 90% de los
microtrasplantes, su expresion genética se pudo demostrar en el 30% de los casos. En cuanto a los
animales tratados con acido félico se demostro la transferencia génica en el 50% de los casos. De
estos en algo mas de la mitad se pudo demostrar la expresion del gen transferido.

Estos resultados son congruentes con los de otros investigadores que sefnalan que la integracion
del virus en la celula no garantiza la expresion del gen transferido. Esta falta de expresiéon del gen
transferido ha sido previamente descrita por otros investigadores®. Este problema podria ser resuelto
con el uso de distintos promotores que puedan ser mejor expresados por las células renales.

Estos experimentos preliminares han sido el primer paso en el camino hacia el logro de la terapia
genica renal. Aunque estos resultados demuestran la posibilidad de la transferencia de genes a teji-
dos renales es evidente que seran necesarios futuros estudios para mejorar los resultados. Asi, en el
método de microtransplantes metanéfricos la sobrevida del implante es menor a largo plazo por la
isquemia o el rechazo del injerto después de uno a tres meses. Dado que esta técnica depende fun-
damentalmente de la sobrevida del implante, este hecho sugeriria que este abordaje experimental
requiriera el uso de agentes inmunosupresores que eviten el rechazo. En este sentido el modelo del
acido folico ofreceria ciertas ventajas como simplicidad, y evitaria el uso de inmunosupresores. Es
importante ademas destacar que otros investigadores han conseguido asimismo la transferencia génica
en el rinén utilizando el modelo de trasplante de metanefros’.

En 1994 se han publicado dos interesantes estudios; en uno de ellos se empleé un adenovirus
para transferir el mismo gen obteniéndose una mayor expresion genética aun sin la nece§idad de
inducir replicacién celular®. Esta propiedad de los adenovirus presenta asimismo la desventaja que el
ADN permance en el citoplasma celular en vez de integrarse en el genoma celular como en el caso
de los tretrovirus. En el otro trabajo, en una primera fase se empleo el vector retroviral BAG y se
transfiri6 a las células mesangiales de rata en cultivo. En una segunda fase se inyectaron estas célu-
las mesangiales, como un vector del retrovirus, en la arteria renal de rata. Lo; autores pudieron de-
mostrar la expresién del retrovirus en el area mesangial del glomérulo renal. Finalmente, en una ter-

314



EDITORIALES

cera fase se indujo una forma reversible de glomerulonefritis mesangial que abrié una «ventana bio-
logica», que permitio aumentar la expresion génica del retrovirus'e.

Ademas de las enfermedades renales con base genética, los avances en la ingenieria genética
estan haciendo posible el desarrollo de diversos protocolos terapéuticos. Cabria citar la transferencia
de un gen que codifica por una proteina con propiedades antibiéticas o con propiedades de disolver
calculos. Recientemente, Fleischer y col.'" han demostrado la posibilidad de sintetizar hormonas en
fibroblastos modificados mediante la transferencia genética con vectores retrovirales. En este sentido
seria deseable disponer de la posibilidad de que un producto proteico sea preferencialmente secretado
en la via urinaria —lado apical de las céelulas tubulares— o por el lado basolateral hacia el intersticio
renal®.

Es importante sefalar que la terapia génica no abarca solo técnicas de incorporacion de genes
sino ademas técnicas que permiten suprimir la expresion de genes con potencialidad patégena. Asi,
recientemente se han desarrollado dos técnicas que permiten suprimir la expresion génica. En primer
lugar la técnica denominada del «antisense» donde el empleo de secuencias complementarias en
sentido opuesto de acidos nucleicos son capaces de hibridizarse (unirse) a la secuencia homadloga
del genoma celular impidiendo de esta forma la expresion genética. Y en segundo lugar, la transfe-
rencia o empleo de enzimas con capacidad de degradar moléculas especificas de ARN, conocida
como ribozimas, que permiten suprimir la expresion del gen por el cual codifican.

Entre las patologias que podrian beneficiarse de técnicas que permiten la supresion de la expre-
sion de genes cabria citar, al menos en el campo experimental, diversas formas de glomerulonefritis.
En efecto, en los ultimos anos se ha demostrado la participacion de diversas citoquinas como media-
doras de lesion en algunas formas experimentales de glomerulonefritis. Asi, Border y col."? demostra-
ron que la administracion de anticuerpos contra el factor de crecimiento transformador beta es capaz
de suprimir la progresion en un modelo experimental de glomerulonefritis. Similares resultados han
podido ser demostrados al suprimir el efecto del factor de crecimiento derivado de plaguetas™ asi
como de la interleuquina 1'* en otros modelos experimentales de glomerulonefritis.

Pero a corto plazo, es posiblemente en el area de la oncologia, donde la terapéutica genética puede
ofrecer interesantes resultados. En efecto, las células tumorales en fase de alta replicacion ofrecen
la posibilidad de emplear vectores retrovirales especificos. Asi la transferencia del gen de la interleu-
quina 2 a células tumorales de rata ha demostrado ser efectiva para que éstas sean reconocidas y
destruidas por el propio sistema inmunoldgico'. El Instituto Nacional de la Salud de Estados Unidos
(NIH) tiene aceptados y en estudio 58 proyectos de investigacion en terapéutica genética humana
entre los que cabria destacar: oncologia —Hodgkin, leucemia, mama, ovario, melanoma, rinon,
neuroblastoma; fibrosis quistica; hipercolesterolemia familiar; transplante de medula 6sea y sindrome
de inmunodeficiencias’®. Finalmente, es posible ahora vislumbar que, en un futuro, la nefrologia pue-
da engrosar la lista de proyectos de investigacion en terapia génica humana.
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