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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 bioldégicos 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 patogenos o que no son de interés. En una segunda etapa, se emplean técnicas de
transferencia fisica para incorporar en las celulas productoras de virus hasta 10 KB de ADN del gen
a transferir, de manera tal que la nueva particula viral, al infectar una nueva celula es capaz de incor-
porar en ella el gen de interes?.

Recientemente en el Departamento de Nefrologia de la Universidad de California en Los Angeles
se han desarrollado con éxito dos meéetodos de transferencia genética en rinon de mamifero. En el
primero de éstos® se empled la técnica del transplante de metanefros. Con esta técnica descrita pre-
viamente por Woolf y cols.* se demostro la posibilidad de crear rinones quimeéricos 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 consigui6 una «ventana biolégica» especifica, durante

313



MEDICINA Volumen 56 - N? 3, 1996

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 replicacion 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 metanéfrico obtenido fue incubado con una suspension del vector viral y
trasplantado en rindn 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 inyecté 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 empleo 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 observé 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 geneética 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 sefalan 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
meétodo 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 empleé el vector retroviral BAG y se
transfirié 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. Finaimente, en una ter-
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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 celulas tubulares— o por el lado basolateral hacia el intersticio
renal®.

Es importante senalar que la terapia génica no abarca solo técnicas de incorporacién 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.

Ricardo J. Bosch

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina
Universidad de Alcala, Madrid, Espana

Gutierrez AA, Lemoire NR, Sikora K. Gene therapy for cancer. Lancet 1992; 339: 715-21.

Miller DG, Adam MA, Miller AD. Gene transfer by retrovirus vectors occurs only in cells that are actively

replicating at the time of infection. Mol Cell Biol 1990; 10: 4239-42.

3. Woolf AS, Bosch RJ, Fine LG. Gene transfer into the mammalian kidney: First steps towards renal gene therapy.
Kidney Int 1993; 43, sup 39: S116-9.

4. Woolf AS, Palmer SJ, Fine LG. Creation of a functioning chimeric mammalian kidney. Kidney Int 1990; 38:
991-7.

5. Woolf AS, Bosch RJ, Fine LG. Gene transfer into the mammalian kidney: Microtransplantation of retrovirus-
transduced metanephric tissue. Exp Nephrol 1993; 1: 41-8.

6. Bosch RJ, Woolf AS, Fine LG. Gene transfer into the mammalian kidney: Direct retrovirus-transduced of
regenerating tubular cells. Exp Nephrol 1993; 1: 49-54.

7. Koseki C, Hertzlinger D, Al-Aqwaqati Q. Integration of embryonic nephrogenic cells carrying a reporter gene
into functioning nephrons. Am J Physiol 1991; 261: C550-4.

8. Palmer TD, Rosman GJ, Osborne WRA, Miller AD. Genetically modified skin fibroblasts persist long after

transplantation but gradually inactivate introduced genes. Proc Natl Acad Sci USA 1991; 88: 1330-4.

N -

315



MEDICINA Volumen 56 - N? 3, 1996

9. Mollier P, Friedlander G, Calise D, Ronco P, Perricaudet M, Ferry N. Adenoviral-mediated gene transfer to
tubular cells in vivo. Kidney Int 1994; 45: 1220-5.

10. Kitamura M, Taylor S, Unwin R, Burton S, Shimizu F, Fine LG. Gene transfer into the rat renal glomerulus via
a mesangial cell vector. J Clin Invest 1994; 94: 497-505.

11. Fleisher W, Liker H, Stoller T, D'ambra R, Shilds D. Retrovirus-mediated expression of pre-prosomatostatin
in rat pituitary GH3 cells: Targetling of somatostatin to the regulated secretory pathway. Molec Endocrinol
1989; 3:1652-8.

12. Border WA, Okuda W, Languino LR, Ruoslahti E. Suppression of experimental glomerulonephrtis by antiserum
against transforming growth factor 3. Nature 1990: 346; 371-4

13. Johnson RJ, Rainies EW, Floege J, Yoshimura A, Pritzl P, Alperns C, Ross R. Inhibition of mesangial cell
proliferation and matrix expansion in glomerulonephritis in the rat by antibody to platelet-derived growth fac-
tor. J Exp Med 1992; 175: 1413-6.

14. Lan HY, Nikolic-Paterson DJ, Zarama M, Vannice JL, Atkins RC. Suppression of experimental crescentic
glomerulonephritis by the interleukin-1 receptor antagonist. Kidney Int 1993; 43: 479-85.

15. Clinical Protocols. Human Gene Therapy 1994; 5: 270-80.

EDITORIAL

La pérdida de la memoria en la demencia, viejo drama y nuevas hipétesis

Lo racional vinculado a la enfermedad de Alzheimer fluye, en este momento, incontenible desde
las diversas areas de investigacion; por otro lado, el sentir del hombre, frente a la muerte, frente a la
pérdida de aquellas propiedades que lo definen como tal se mantiene inmutable'. Borges? en el Gra-
ves en Deya hace el relato de una demencia sin esperanza alguna sin lucha: «Robert Graves, ya
fuera del tiempo y de los guarismos del tiempo esta muriendose... muriéndose y no agonizando, por-
que la agonia es lucha». Garcia Marquez en 700 anos de Soledad muestra de una manera diferente
como toda la sociedad de Macondo luchaba contra el olvido cada vez mas tenaz que afectaba a su
gente: es posible dandole tiempo a la llegada del elixir milagroso:... «Pero todas las medidas fueron
inutiles, aun la de Pilar Ternera que tirando los naipes concibio el artificio de adivinar el pasado en
las barajas como antes habia leido el futuro»®. La vivencia dramatica del comienzo de la pérdida de
memoria y la certeza del paciente que ésta llegara a destruirse totalmente, sumada a la desesperada
necesidad de transmitir sus recuerdos antes que se desvanezcan es relatada por Elie Wiesel en su
novela El olvidado®, de la que transcribo la Oracion de Elhanan, que mas que oracion es un conmo-
vedor ruego:

Dios de Abraham, de Isaac y de Jacob, no olvides a su hijo, que apela a ellos.

TU sabes bien, fuente de toda memoria, que olvidar es abandonar, que olvidar es repudiar; no me abandones,
Dios de mis padres, porque yo nunca Te he repudiado.

Dios de Israel, no rechaces a un hijo de Israel que, con todo su corazon, con toda su alma, quiere estar unido
a la historia de Israel.

Dios y Rey del universo, no me destierres de ese universo.

De nifo aprendi a venerarte, a amarte, a obedecerte; ayudame a no olvidar al nino que fui.

De adolescente, repeti la letania de los martires de Mainz y de York; no |la borres de mi memoria, Tu, que no
borras nada de la tuya.

De adulto he aprendido a respetar la voluntad de nuestros muertos; impide que olvide lo que he aprendido.

Dios de mis antepasados, haz que el vinculo que me une a ellos permanezca solido y entero.

Tu que has elegido residir en Jerusalem, haz que yo no olvide Jerusalem. Tu que acompanas a tu pueblo en
su dispersion, haz que yo lo recuerde.

Dios de Auschwitz, comprende que debo acordarme de Auschwitz. Y que debo recordartelo. Dios de Trebhnk'ka_t,
haz que la evocacion de ese nombre continie haciéndome temblar, Dios de Belzec, déjame llorar sobre las victi-
mas de Belzec. i

Tu que compartes nuestros sufrimiento, Tu que participas en nuestra espera, no me alejes de los que Te han

albergado en su corazon y en su morada. : ;
Tu que prevés el futuro de los hombres, ayudame a no alejarme de mi pasado.
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Dios de justicia, sé justo para mi. Dios de caridad, sé bueno conmigo. Dios de misericordia, no me precipites
en el kafhakela, ese abismo donde toda la vida, toda esperanza y toda luz estan cubiertas de olvido. Dios de
verdad, acuéerdate de que, sin la memoria, la verdad se convierte en mentira, pues que sdlo toma la mascara de
la verdad. Acuérdate de que, gracias a la memoria, el hombre es capaz de regresar a las fuentes de su nostalgia
por Tu presencia.

Acuerdate Dios de la historia, de que has creado al hombre para que recuerde. Tu me has traido al mundo, Tu
me has protegido en el tiempo de los peligros y de la muerte para que testifique: pues bien: qué testigo seria yo
sin mi memoria?

Has de saber, Dios que no quiero olvidarte. No quiero olvidar nada. Ni a los muertos ni a los vivos. Ni las
voces ni los silencios. No quiero olvidar los momentos de plenitud que han enriquecido mi existencia, ni las horas
de desamparo que me han desesperado.

Aungue Tu me olvidases, Dios, yo me niego a olvidarte.

No han variado mucho algunos aspectos negativos del conocimiento de la enfermedad de Alzheimer
(EA): no existe un modelo experimental aceptado universalmente, ni ensayos diagnoésticos con sensi-
bilidad y especificidad adecuada. Muchas hipotesis etiopatogenicas se disputan ser las que mejor
explican la enfermedad, algunas con mas probabilidades en este momento, solas o asociadas, algu-
nas casi descartadas pero no del todo.

Hipotesis del prion

De las hipotesis etiologicas la que la vincula con un prion que iniciaria el camino hacia una
amiloidogénesis anormal (produccion de amiloide insoluble) no existen pruebas convincentes en la
enfermedad de Alzheimer®.

Hipotesis del B-amiloide

Una gran parte de la investigacion de la EA esta focalizada sobre el B-amiloide®. Ejemplos al res-
pecto incluyen, el analisis de las mutaciones del gen de la proteina precursora del (3-amiloide (APP)
en pacientes con EA, ratones transgénicos con formas alteradas del gen, administracion experimen-
tal de (3-amiloide tratando de lograr un modelo experimental adecuado.

La presencia en los vasos y placas cerebrales de depositos fibrilares como fibras de amiloide y
como pares helicoidales de filamentos en los tangles ha servido de fundamento para incluir a la EA
como una amiloidosis cerebral’-®.

Hipotesis de la alteracion de la membrana o hipotesis alternativa y/o complementaria

Esta hipotesis prioriza los cambios en la composicion de la membrana celular en el envejecimien-
to normal, en la EA y otras enfermedades relacionadas al envejecimiento y los vincula con un defec-
tuoso sistema de transduccion que dispara la liberacion de neurotransmisores. El defecto consiste en
una falla de acoplamiento de la Proteina G a sus receptores y efectores. Una demostracion directa
de alteraciones fisicoquimicas en el cerebro de la EA fue lograda por el método de difraccion de ra-
yos X de pequeno angulo®. Se han publicado una variedad de ejemplos donde los sistemas de
transduccion estan alterados: cambios en receptores de alta afinidad, reducciéon de su sensibilidad
normalmente mediada por GDP y GTP, reduccion en la formacion de fosfoinositol 4,5 bifosfato (PIP,)**,
disminuciéon de la tincion para protein quinasa C en la corteza frontal®'®, disminucion de la produc-
cién de cAMP en fibroblastos', etc.

Los defensores de esta hipotesis estiman que los cambios citados ofrecen un mejor modelo que el
sélo basado en el B-amiloide, y lo ejemplifican diciendo que la reduccion del tono colinérgico (resul-
tante de una alterada senal de transduccion) aceleraria el depdsito del B-amiloide®.

Hipdtesis vinculada al stress
Sapolsky y col'? describieron que niveles altos de glucocorticoides en ratas y primates causan dano
en el hipocampo y que este dano es mayor con la edad. Ellos propusieron llamarla glucocorticoide-

dependent cascade hypothesis o también amyloid cascade hypothesis. Esta en lo esencial postula
que el stress y la excesiva secrecion de glucocorticoides podria en la vejez provocar un down regulation
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de los receptores a los corticoides que a su vez perturbaria la normal autorregulacion negativa favo-
reciendo por el contrario una mayor concentracion de corticoesteroides activando una cascada con
pérdida neuronal especialmente en el hipocampo, tan relevante para las funciones mnésicas. Bien
es sabido que la EA vulnera especialmente esta area. La cascada comenzaria por una pérdida de la
homeostasis calcica'® llevando luego a la muerte celular y a la formacién de tangles neurofibrilares.
Ya mas en relacion con la formacion de amiloide la «amyloid cascade hypothesis», postula que las
anormalidades en la homeostasis del Ca?* afectan al APP, que a su vez desestabiliza el balance de
Ca®. Luego la APP anormal produce deposito de amiloide, hecho relevante de la EA°®.

Hipotesis toxica

Se apoyaba en la presencia de mayor concentracion de Al** en ancianos y en las placas seniles y
los tangles, la ausencia de lesiones tipo EA en la demencia dialitica, y en operarios de las mismas
de Al** le redujeron credibilidad.

Hipotesis angiopatica

La falla de la barrera hematonerviosa con una mayor permisividad a la entrada al sistema nervio-
so de proteinas séricas (entre ellas amiloides provenientes de otras visceras) como mecanismo pato-
geno, y las lesiones de engrosamiento en los vasos con deposito de amiloide en la membrana basal
como elemento anaiomico, le dan sustento a esta hipotesis.
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