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Revision

RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades con mayor mortalidad en todo el mundo, pero las terapias
convencionales como la quimioterapia y la radioterapia no son eficaces en todos los casos y tienen
amplios efectos secundarios. Para solventarlo se puede utilizar la terapia génica suicida, que consiste
en inducir la muerte celular de las células cancerigenas mediante la introduccién de un gen. Existen
tres aproximaciones para el uso de esta terapia: la introduccién de un gen codificante de un enzima
generalmente bacteriano que activa un pro-farmaco, la introducciéon de un gen codificante de una
toxina y la introduccién de un gen pro-apoptoético. La expresion del gen se produce solamente en las
células tumorales debido al uso de promotores tumor-especificos y vectores dirigidos. En estas tres
aproximaciones se han desarrollado numerosos estudios con diversos sistemas llegando incluso
a ensayos clinicos y productos aprobados para su uso en China (gendicina), viendo apoptosis de las
células tumorales tanto in vitro como in vivo. Ademas, se han realizado mejoras en las técnicas mediante
mutacion de las enzimas y toxinas, modificacion de los pro-farmacos y busqueda de nuevas enzimas,
toxinas o genes mas activos, entre otros. A pesar de esto, se necesita seqguir investigando en el campo
para que la terapia sea totalmente dirigida y eficaz.

ABSTRACT

Cancers are a large family of diseases with the highest mortality rate worldwide. Conventional therapies
such as chemotherapy or radiotherapy are not efficient in all cases and have important side effects.
To solve it, suicide gene therapy can be used. This therapy consists on inducing cell death of cancer
cells due to the introduction of a gene. There are three types of this therapy: introduction of a gene
encoding generally a bacterial enzyme that actives a prodrug, introduction of a gene encoding a toxin
or introduction of a proapoptotic gene. The expression of the targeted gene in tumor cells is produced
by using tumor-specific promoters and target vectors. Using those three gene suicide therapies many
hallmarks in the field were reached, achieving successful clinical trials and products approved to be
used in China (gendicine), achieving apoptosis of tumor cells in vitro and in vivo. Furthermore, several
improvements on these techniques were developed due to the mutation of the enzymes and toxins,
modification of prodrugs and search of new more active enzymes, toxins and genes, between others.
Regardless, further research on this area is needed to guarantee the efficiency of this state-of-the-art
therapy and its effectiveness.
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INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades con mas tasa de
mortalidad, con mas de 18 millones de casos nuevos
y 9,6 millones de muertes en el aiio 2018 en todo el
mundo (1). En Espafia, el cancer es la segunda causa
de muerte (26,4 % de los fallecimientos), falleciendo
mas de 112.000 personas en el 2018 debido a un tu-
mor. El numero absoluto de diagnésticos de cancer ha
aumentado durante los afios debido al aumento po-
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blacional, el envejecimiento o la exposicion a factores
de riesgo (1).

Los tratamientos del cancer mds comunes implican
cirugia, radioterapia y quimioterapia. La heteroge-
neidad de los tumores y la imposibilidad en muchos
casos de un diagnéstico temprano son las mayores
causas de que los tratamientos convencionales no ten-
gan éxito. Ademds, suelen causar efectos secundarios.
Por esto, es necesario desarrollar terapias mds eficac-
es para combatir el cancer (2).
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La terapia génica se empezé a utilizar en los aflos 90
para tratar el cancer para evitar estos problemas (3).
El conjunto de técnicas se basa en introducir ma-
terial genético en las células que componen el tu-
mor para reprimir o activar la expresidon de distin-
tos genes diana para tratar la enfermedad. Existen
numerosas estrategias para el tratamiento mediante
terapia génica como la estimulacidn del sistema in-
mune, terapia génica antiangiogénica, correccién de
defectos genéticos, inhibiciéon de la invasion, entre
otras (2).

Entre estas técnicas se encuentra la terapia génica
suicida. Mediante esta metodologia se introduce un
gen que induce la apoptosis de la célula cancerigena
de forma directa (introduciendo un gen que codifica
una toxina o un gen pro-apoptoético) o de forma in-
directa (necesitando un pro-farmaco, sustancia que
se administra de forma sistémica y se activa en el
tumor ejerciendo alli sus efectos) (2).

El objetivo de la presente revision es analizar los dif-
erentes sistemas utilizados para terapia génica suici-
da, asi como las modificaciones que se han realizado
para aumentar la eficacia de los mismos.

CUERPO DE LA REVISION

Introduccion de un gen activador de un
pro-farmaco.

Mediante la estrategia denominada gene-directed en-
zyme prodrug therapy (GDEPT) las células tumorales
son transfectadas con un gen que codifica para un en-
zima que no se sintetiza de forma natural en el resto
de células sanas. Posteriormente, se administra un
pro-farmaco, idealmente inocuo para el paciente, que
es transformado por esta enzima solamente en las cé-
lulas transfectadas a un compuesto activo que induce
la apoptosis de estas células (2, 4).

Para que la eficacia sea maxima el sistema enzima/
pro-farmaco tiene que cumplir una serie de carac-
teristicas:

o Especificidad. El pro-farmaco solamente debe ser
modificada en el sitio del tumor (5).

o Utilizar un pro-fairmaco no téxico (5).

e Generar efecto espectador (5). Este efecto con-
siste en que la enzima producida por la célula
afecta la célula transfectada y las adyacentes y
es necesario debido a la baja eficacia de trans-
feccién, no llegando nunca al 100 %. Debido a
este fendmeno, se ha observado una completa re-
gresion del tumor después de la administraciéon
del pro-farcaco incluso en casos en los que solo
se han transfectado menos del 10 % de las células
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(2, 6). Se han observado diferentes mecanismos
por los cuales se produce este efecto espectador:
de forma directa, mediante procesos de difusién
(7), transferencia por uniones tipo GAP (7, 8) y
fagocitosis de vesiculas apoptoticas (7) y de for-
ma indirecta, por estimulacién de la respuesta
inmune (8).

o El compuesto activo debe atacar a las células pro-
liferativas y a las no proliferativas para mantener
la efectividad frente a tumores con crecimiento
lento (5).

Ejemplos de sistemas enzima/pro-farmaco (tabla 1)
son el linamarasa/linamarina (9), , el citocromo p450-
4B1 con distintos pro-farmacos como el 4-ipomeanol
(10) o el peroxidasa de rabano/indol-3-4dcido acético
(11), entre otros. Se describirdn a continuacion los
sistemas enzima/ pro-fairmacos mas utilizados y es-
tudiados actualmente.

Sistema timidina quinasa de virus del herpes
simple y ganciclovir

Este sistema es uno de los mas estudiados y utilizados,
habiéndose realizado mas de 70 ensayos clinicos,
varios de ellos en fase III (12). Este sistema esta
formado por el gen codificante de la enzima timid-
ina quinasa del virus del herpes simple (HSV-TK) y
por el pro-fairmaco ganciclovir (GCV). La HSV-TK
convierte el pro-firmaco en GCV monofosfato y las
quinasas celulares lo transforman en GCV trifosfa-
to (figura 1).

El GCV trifosfato es utilizado por las ADN poli-
merasas a, 0 y € e incorporado al ADN, causando
asi la terminacién de la replicacién por la ausencia
de desoxirribosa y, por lo tanto, ausencia de un ex-
tremo 3’-OH (13).

Esto promueve la apoptosis por la activaciéon de las
caspasas (6, 8).

Este sistema produce ademas efecto espectador me-
diante dos mecanismos distintos. El primero es un
efecto directo a través de las uniones tipo GAP y de
vesiculas apoptdticas. El segundo mecanismo es un
efecto indirecto debido a la estimulacién del sistema
inmune gracias a la presentacion de antigenos espe-
cificos del tumor resultante de la muerte de las célu-
las HSV-TK positivas (8, 12).

A pesar de su amplio uso, este sistema tiene algu-
nas limitaciones como la toxicidad inespecifica
del transgén y del pro-fairmaco, una cinética lenta,
la muerte incompleta de todo el tumor y un efecto
espectador mas leve que el de otros sistemas (14).
Ademds, la activacidn del pro-fairmaco no es efectiva
debido a la poca eficiencia catalitica del enzima utili-
zando GCV (12).
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Tipo de sistema enzima/pro-farmaco

Células/tumor en el que se utiliza

Referencia

Citocromo p450-4B1/ 4-ipomeanol

Células de glioma

Jang(2010) (10)

Limanarasa/limanarina

Cancer de higado

Li (2010) (9)

Peroxidasa de rabano/indol-3-acido acético

Cancer nasofaringeo

Tupper (2010) (11)

Glioma

Adriani (2010) (12)

HSV-TK/GCV Teratocarcinoma, mesotelioma Zweiri (2020) (8)
Glioblastoma Preuss (2011) (14)
Células de fibrosarcoma HT1080 Warren (2020) (15)
CD/5-FC

Células de cancer de mama

Raza (2019) (4)

Sistema doble (CD/5-FC y HSV-TK/GCV)

Glioblastoma

Lee (2019) (7)

rrectal

Células de cancer de higado y colo-

Guingor (2019) (16)

NTR/CB1954 y derivados

Células de cancer colorrectal

Green (2013) (17)

Swe (2012) (19)

Williams (2019) (20)

PNP/analogos de desoxiadenosina

Glioma

Parker (2011) (21)

Bennet (2003) (5)

Parker (2020) (23)

Células de cancer colorrectal

Afshar (2009) (24)

Tabla 1. Ejemplos de sistemas enzima/pro-farmaco y tipo de cédncer en el que se estudiaron.

Para superar estas limitaciones se han desarrollado
otras aproximaciones, como modificar la HSV-TK
para mejorar la eficacia del sistema. Por ejemplo, tras
inducir mutaciones en la secuencia de ADN se lograr-
on sinterizar proteinas con mejores efectos terapéuti-
cos tanto en experimentos in vitro como in vivo. Un
ejemplo caracteristico es la proteina TK.007, que re-
quiere menos concentracién de pro-firmaco y causa
un mayor efecto espectador (14).
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La enzima que cataliza la reaccion de transformacion
del GCV monofosfato a GCV trifosfato es la enzima
guanilato ciclasa. Por ello, se propuso la utilizacion
de una proteina fusiéon expresando guanilato ciclasa y
timidina quinasa (natural o modificada). Se observo
que este sistema necesita una menor concentracion de
GCV y produce un aumento en el efecto espectador,
ya que convierte mds pro-fairmaco en forma activa y se
promueve la liberacion de vesiculas apoptdticas (12).
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Figura 1. Esquema del funcionamiento del sistema HSV-TK/GCV.

Sistema citosina desaminasa de Escherichia coli
y 5-fluorocitosina

Este sistema se compone de la enzima citosina des-
aminasa (CD) de Escherichia coli y el pro-farmaco
5-fluorocitosina (5-FC), utilizada como antifungico.
La CD desamina la 5-FC, convirtiéndola en 5-fluo-
rouracilo (5-FU). El 5-FU inhibe la timidilato sintasa,
lo que conlleva una disminucién de la concentracion
de desoxitimidina difosfato, roturas de doble cadena
en el ADN y muerte celular (figura 2) (4, 6, 7).

Una de las desventajas de la CD es la baja afinidad por
la 5-FC en comparacién con la afinidad por la citos-
ina, su sustrato natural. Por esto, se han identificado
distintas enzimas mutantes que tienen menor afini-
dad por la citosina y mas afinidad por la 5-FC, como
la D314A o la F186W (4, 6). Para ir mas alla, Raza y
Ghosh mejoraron la actividad del sistema con la CD
mutante F186W mediante la co-expresion del gen del
enzima con el gen de la conexina-43. Esta conexina
tiene un papel dual ya que promueve el efecto especta-
dor debido a que forma parte de las uniones tipo GAP

NH.,
Citosina

H

5-fluorocitosina 5-f|u0rouraci|o

F X desaminasa F
I /L /g — Timidilato sintasa
N (0]

l Desoxitimidina difosfato
Roturasen el ADN

Apoptosis

Figura 2. Esquema del funcionamiento del sistema CD/5-FC

Este sistema produce un potente efecto espectador,
ya que en un organismo modelo, el raton, ha podido
observarse la regresion completa de un tumor en el
que solamente el 4 % de las células habian sido efec-
tivamente transfectadas. Esto se puede deber a la di-
fusién que 5-FU a través de la membrana plasmdtica y
por tanto su efecto no es dependiente de uniones tipo
GAP (4, 6).

Ademas, tiene ventajas sobre otros sistemas ya que el
5-FU actta tanto como agente citotéxico como como
radiosensibilizador, es decir, hace que las células tu-
morales sean mas sensibles a la radioterapia (4).

| Terapia génica suicida contra el cancer

y, ademas, regula genes pro-apoptéticos en las células
tumorales. A pesar de que el efecto espectador de este
sistema no es dependiente de uniones tipo GAP, se
observo una mejora en la eficacia del mismo (4).

Adicionalmente, se puede utilizar la enzima CD
procedente de levaduras como f Saccharomyces cerevi-
siae, y realizar modificaciones de la enzima para que
tengan mejores propiedades cinéticas y aumenten la
eficacia del enzima (15).

Otro abordaje es la utilizacién de un sistema doble,
como el que utiliza el sistema CD/5-FC en combi-
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nacion con el sistema HSV-TK/GCV. Esta terapia
doble aumenta la eficacia terapéutica aumentando
el efecto espectador (7).

Sistema nitrorreductasay CB1954

Los enzimas nitrorreductasas (NTR) catalizan la
reduccién de compuestos nitrogenados utilizan-
do NAD(P)H (16). Cuando la 5-aziridinil-2,4-di-
nitrobenzamida (CB1954) se reduce por la accién
de la NTR de E. coli, la mas utilizada, se forman
a partes iguales 2-hidroxilamina y 4-hidroxilami-
na (figura 3) (16). Estos dos metabolitos forman
aductos en el ADN e inducen la apoptosis tanto
en células tumorales quiescentes como replicantes
(17).

La eficacia de estas enzimas ha sido probada en
estudios clinicos debido a sus ventajas como por
ejemplo, un fuerte efecto espectador. Sin embargo,
este sistema presenta varios inconvenientes: el com-
puesto CB1954 es hepatotdxico y la eficacia de la
NTR de E. coli es bastante baja. Asi, se necesitan
nuevos pro-farmacos alternativos o nuevas enzimas
para aumentar la eficacia del sistema (16, 17).

Se ha visto que la nitrorreductasa MsuE de Pseudomo-
nas aeruginosa, la NfsA de Neisseria meningitidis o la
flavina reductasa FRasa I de Vibrio fischeri son mas
efectivas que la de E. coli (17-19).

Ademas, también se han realizado estudios de mutagé-
nesis para conseguir enzimas con mayor actividad,
tanto con el enzima de E. coli como con otras reduc-
tasas como la FRasa I, necesitando una menor con-
centracion de pro-farmaco para ser efectivas (19, 20).

Sistema purina nucledsido fosforilasa y 6-me-
tilpurina desoxirribdésido o fludarabina

La enzima purina nucledsido fosforilasa (PNP) de E.
coli cataliza la conversiéon de analogos de desoxiade-
nosina que no son téxicos en compuestos téxicos para
la célula. Los analogos mas comunes son la 6-metil-
purina-2’-desoxirribonucledsido (MeP-dR) y la fluda-
rabina (6, 21). La PNP rompe el enlace glicosidico de
los analogos liberando metilpurina o 2- fluoroadenina,
dependiendo del pro-farmaco utilizado. En células hu-
manas, estos compuestos se convierten en sus respec-
tivos trifosfatos debido a la accion secuencial de varias
enzimas celulares. Estos compuestos trifosforilados in-
hiben la sintesis de ARN y de proteinas, siendo eficaces
frente a células que no estan en proceso de division, actu-
ando frente a las células madre tumorales que se encuen-
tran mayoritariamente en estado de quiescencia (21).

Este sistema presenta un potente efecto espectador.
Esto se debe a que tanto la metilpurina como la 2- flu-
oroadenina pueden difundir libremente a través de
las membranas celulares, llegando asi facilmente a las
células vecinas (21).

N
NO,
H.N.

N/
e
SN ng

4-hidroxilamina

Formacion de aductos
en el ADN

— — Apoptosis

Figura 2. Esquema del funcionamiento del sistema CD/5-FC.

58

Terapia génica suicida contra el cancer |



El empleo de este sistema llegd a la fase I de ensayos
clinicos utilizando el pro-farmaco fludarabina, ob-
servando una regresidon del tumor en los pacientes.
La fludarabina tiene bastante interés como pro-far-
maco ya que estd aprobado para el tratamiento de
leucemias linfociticas crénicas (6, 21).

A pesar de esto, se necesita generar nuevos pro-far-
macos que sean menos téxicos y que tengan una
circulacién sistémica prolongada, ademds de pro-
ducir PNPs modificadas para aumentar la eficacia
(21). Por ello, se han creado PSPs mutantes como
la M64V PNP, que utiliza un andlogo de desoxiad-
enosina con 100 veces mas eficiencia que la PNP
normal (5). Para esta enzima se diseflaron y eval-
uaron mas pro-farmacos que pudiesen aumentar la
eficacia del sistema, aunque siguen siendo relativa-
mente toxicas (22).

Ademds, se utilizaron PNPs de otras especies como
Trichomonas vaginalis, la cual presenta 25 veces
mas eficiencia catalitica utilizando la fludarabina
que la PNP de E. coli, obteniendo una gran eficien-
cia de regresion tumoral in vivo (23). Incluso se ha
utilizado una PNP humana mutada que reconoce
derivados de desoxiadenosina y que podria produ-
cir menos reaccién inmunolégica que las enzimas
bacterianas utilizadas (24).

\M

Introduccién de un gen codificante de una to-
Xxina

Esta aproximacidn se basa en la introducciéon de forma
selectiva en las células cancerigenas de un gen que co-
difica una toxina, funcionando esta como agente qui-
mioterapéutico. El producto solamente se genera en
las células cancerigenas, dejando a las células norma-
les intactas. Este sistema solo se puede utilizar cuando
el gen de la toxina de interés esta bien caracterizado.
La ventaja de este sistema es que no necesita un trata-
miento con un pro-farmaco, por lo que los problemas
relativos al mismo asi como, los efectos secundarios
o la biodisponibilidad limitada se eliminan, aunque
puede producir efectos secundarios como reacciones
inflamatorias incontroladas (2).

Muchos microorganismos producen de manera nat-
ural toxinas que afectan a las células de mamifero,
siendo asi susceptibles de ser utilizadas en este tipo
de terapia génica (2). Ejemplos de toxinas bacterian-
as utilizadas para este tipo de terapia (tabla 2) son
la enterotoxina de Clostridium perfingens (25) o la
estreptolisina O de Streptococcus sp (26). Incluso se
utilizaron toxinas derivadas de virus, como el gen E
del virus phiX174 (27) o la apoptina del virus de la
anemia del pollo (28). Se describirdn a continuacion
las toxinas mas utilizadas.

Tipo de toxina

Células/tumor en el que se utiliza

Referencia

Enterotoxina Cancer de colon

Pahle (2017) (25)

Estreptolisina O Cancer cervical

Yang (2006) (26)

GenE

Células de cancer de colon y pulmén

Rama (2011) (27)

Apoptina

Células de cancer de higado

Bae (2017) (28)

Células de cancer de prostata

Peng (2005) (29)

Toxina de la difteria

Cancer de pancreas

Fogar (2010) (31)

Melanoma

He (2020) (32)

Exotoxina A

Cancer colorrectal

Cao (1998) (34)

Tabla 2. Ejemplos de toxinas y tipo de cancer en el que se estudiaron.
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Toxina de la difteria

Es una de las mas utilizadas en terapia génica suicida
(29). Es producida y secretada de forma natural por
Corynebacterium diphtheriae como un polipéptido
precursor que se rompe enzimaticamente en dos ca-
denas: A y B. La cadena B se une a la superficie de la
mayoria de células eucariotas, liberando la cadena A
en el citoplasma. Una vez dentro de la célula, la ca-
dena A inhibe la sintesis de proteinas ya que inactiva
el factor de elongacién 2 (EF2) mediante su ADP-ri-
bosilacion, lo que conlleva la muerte celular tanto en
células en divisién como en células quiescentes (29,
30). En este tipo de terapia solamente se introduce la
parte del gen codificante de la cadena A. En ausencia
de la cadena B, la cadena A no puede ejercer su efecto
en células vecinas asi que la produccidn estd limitada
a las células diana (29).

Para que la toxina solamente induzca apoptosis en las
células tumorales, se necesita un sistema de expresion
especifico. Peng y colaboradores (29) desarrollaron un
sistema de recombinacién y expresion bajo el control
del promotor del gen codificante para el antigeno es-
pecifico de prostata (PSA). Asi, observaron expresion
de la toxina solamente en células que expresaban este
gen.

Para aplicar con éxito estas terapias es necesario que
un método de transfeccion eficiente o combinarlo con
otras terapias convencionales (29).

A pesar de que se han desarrollado diversos pro-
motores especificos de tumores, en algunos casos es
preferible controlar de manera exdgena la expresion
del gen codificante de la toxina. Por ejemplo, se ha
utilizado el promotor de la familia de proteinas heat
shock 70 (HSP70) en conjunto con el gen de la cadena
A como posible tratamiento para el cancer de pancre-
as. Este promotor es util ya que HSP70 es expresada
por las células del cancer de pancreas, se puede ac-
tivar la expresidon por calor, es muy eficiente (impi-
diendo el crecimiento celular en el 100% de células
transfectadas) y se puede controlar de forma espacial
focalizando la fuente de calor en el sitio del tumor
(31). Esta metodologia ha sido usada con éxito para
tratar casos de cancer de pancreas consiguiéndose re-
sultados prometedores in vivo (31).

Posteriormente, se ha utilizado un sistema de transgé-
nesis que se regula con luz. Este sistema se compone
de dos partes: un factor de transcripcion sensible a
la luz y un promotor especifico que, al iluminarlos
con luz azul, inicien la transcripcidon de los genes de
interés. Este sistema tiene una gran eficiencia de in-
duccion, una cinética rapida y no interfiere con la
senalizacion celular. Puede ser muy util sobre todo
para canceres como melanomas. Recientemente se ha
utilizado este sistema introduciéndolo en el tumor
mediante nanoparticulas y se ha visto eficacia antitu-
moral in vivo, ademds de que la expresion de la toxina
es dependiente de la intensidad de la irradiacidn (32).
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Exotoxina A

La exotoxina A es sintetizada por P. aeruginosa. Se
produce como una unica molécula polipeptidica
compuesta por tres dominios estructurales y funcio-
nales (I, IT y III), que participan en el proceso de
intoxicacion. Este proceso comienza con la unién del
dominio I a la proteina relacionada con el receptor
de la lipoproteina de baja densidad (LRP). Este re-
ceptor permite la endocitosis de la exotoxina A, lo
que promueve un cambio de conformaciéon debido
al cambio de pH. Esto hace que el dominio II se in-
serte en la membrana del endosoma. Posteriormente
pueden ocurrir dos procesos: la toxina puede cruzar
la membrana del endosoma o puede ser procesada,
generando dos fragmentos, uno de ellos conteniendo
parte del dominio II y el dominio enzimatico III.

Una vez en el citosol, el dominio catalitico inactiva
mediante ADP-ribosilacién al EF2, inactivando la
sintesis de proteinas y produciendo la muerte celular
(33).

La parte codificante de los dominios I y II de la exo-
toxina A fue expresada frente al promotor del antige-
no carcinoembrionario humano (CEA) en células de
carcinoma colorrectal, ya que es este tipo de tumores
este antigeno estd sobre-expresado, observandose una
reduccién del tamafo de los tumores en condiciones
in vivo (34).

Introducciéon de un gen pro-apoptotico

En esta aproximacidn se introducen genes pro-apop-
toticos o genes supresores de tumores de forma espe-
cifica en las células tumorales, que sufren un déficit
en la sefalizacion de la apoptosis. Los genes supreso-
res de tumores regulan negativamente oncogenes, de-
celeran la division celular, reparan errores en el ADN
e inducen la muerte celular cuando es necesaria. Asi,
los productos de estos genes protegen a la célula de
convertirse en una célula cancerigena (2).

Ejemplos de genes pro-apoptoticos utilizados en ter-
apia génica suicida (tabla 3) son los codificantes de
Smac (35), la caspasa 3 (36) o Bax (37), entre otros.
Los genes pro-apoptoticos mas utilizados son:

p53

p53 es uno de los genes mas utilizados en este tipo
de terapias ya que se encuentra mutado en la mayo-
ria de células cancerigenas (38, 39). Es denominado
el “guardidn del genoma”, ya que induce el arresto del
ciclo celular, la senescencia y la apoptosis en respues-
ta a la activacion de oncogenes, dafio en el ADN y
otras sefales de estrés, como pueden ser la radio y la
quimioterapia (39).
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Tipo de gen pro-apoptético Células/tumor en el que se utiliza Referencia

Smac Cancer de higado Zhao (2006) (35)

Caspasa 3 Células de cancer nasofaringeo Bai (2011) (36)

Bax Células de glioma Huang (2010) (37)
Células de cancer de pancreas Li (2013) (38)
Células de cancer de mama y cérvix Xu (2019) (44)

p53 Melanoma Shi (2019) (41)
Cancer de pulmon Deng (2017) (42)
Cancer de prostata Tamura (2020) (43)
Ss:g:?:c(tj;el c}:la'glci::r;ie cérvix, mama, pulmon, Kim (2006) (46)
Células de cancer de cérvix y de pulmén Zhou (2018) (50)

TRAIL Cancer de prostata Griffith (2001) (45)
Cancer de mama Lin (2003) (47)
Cancer de pulmén Luo (2016) (49)

Tabla 3. Ejemplos de genes pro-apoptéticos y tipo de céancer en el que se estudiaron.

Las vias de muerte celular inducidas por la expresion
de p53 estdn involucradas en la supresion de la ini-
ciacién y desarrollo del tumor. Un gran numero de
genes estan identificados como genes diana de p53,
algunos involucrados en la apoptosis (Bax o Noxa),
en el arresto del ciclo celular (p21) o en la autofagia
(DRAM) (39).

La gendicina, desarrollada por Shenzhen SiBiono Ge-
neTech Co. Ltd., es una terapia que introduce el gen
p53 natural humano mediante un adenovirus recom-
binante (Ad5RSV-p53) aprobada para su uso clinico
en China en 2003 para el tratamiento de cancer de
cabeza y cuello. Mas de 30.000 pacientes han sido
tratados con este tipo de terapia, viendo respuesta en
el 90-96 % de los casos (40). Ademds, se estdn llevan-
do a cabo estudios clinicos con otro tipo de vecto-
res y células diana (39). Por ejemplo, recientemente
se realizaron estudios clinicos probando esta terapia
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frente a melanoma, viendo inhibicion del crecimiento
del tumor sin efectos secundarios (41).

Este tipo de terapia se estd empleando en varios es-
tudios para eliminar las células cancerigenas rema-
nentes tras la extirpacidén quirdrgica de tumores de
pulmon, ya que la recurrencia y la metastasis son las
principales causas de muerte tras la cirugia. En este
estudio se comprobo la eficacia del tratamiento adyu-
vante con p53, reduciendo significativamente la re-
currencia y la metastasis (42).

La introduccidn de este gen favorece la radiosensibi-
lizacién de células cancerigenas pancreaticas, favore-
ciendo su eliminacién mediante radioterapia por un
aumento en la expresion de p21 y Bax (38).

Esta terapia también se estd probando con otro tipo de
agentes quimioterapéuticos. Esta cooperacion puede
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conllevar una mayor eficacia utilizando menores do-
sis de agente quimioterapéutico, minimizando asi los
efectos secundarios. Por ejemplo, se probd junto con
el cabazitaxel, un farmaco utilizado frente a cancer de
pancreas. Esta combinaciéon bloquea el progreso del
tumor in vivo utilizando una dosis baja de cabazitaxel
(12,5 mg/kg) (43). También se ha utilizado en combi-
nacién con el resveratrol, un compuesto natural car-
acterizado por la inhibicién del crecimiento de célu-
las cancerigenas de cancer de mama, colon, ovario y
pulmén. La apoptosis inducida por el resveratrol estd
relacionada con la via de p53. Esta combinacidn se
ha utilizado in vitro frente a células cancerigenas de
cérvix y de mama. Se observé un aumento en la in-
duccién de la apoptosis e inhibicién del crecimiento
del tumor en comparacién con cada terapia por sep-
arado (44).

TRAIL

Unos de los agentes inductores de apoptosis mejor
caracterizados son los pertenecientes a la familia del
factor de necrosis tumoral (TNF), como el ligando in-
ductor de la apoptosis relacionado con TNF (TRAIL),
codificado por el gen TNFSF10 (miembro 10 de la su-
perfamilia del factor de necrosis tumoral). TNFSFI0
es expresado en muchos tipos celulares y tejidos de
manera constitutiva (45).

TRAIL forma un homotrimero, el cual activa la caspa-
sa 8, la cual inicia cascadas de sefializacién que in-
ducen la rotura de proteinas del citoplasma, del ci-
toesqueleto y del ntcleo, asi como la rotura del ADN.
Para esto, TRAIL tiene que formar un homotrimero.
TRAIL tiene una gran selectividad para inducir la
apoptosis solamente en células tumorales, tanto in vi-
tro como in vivo, por lo que no se detecta citotoxici-
dad en modelos animales (46).

Se ha observado que esta técnica es eficaz in vivo. En
varios modelos de cancer de prdstata se observd que
esta terapia inducia la apoptosis de las células tumo-
rales (45).

Como la formacidon del homotrimero es esencial para
su funcién, se ha creado una construccién génica a
partir de TNFSFI0 con un dominio adicional de tri-
merizacion que hace mads facil la formacion de estos
complejos. Asi, se ha observado que la induccién de
la apoptosis era mas eficaz. Utilizando un adenovirus
como vector, se observo la supresion del crecimiento
tumoral de glioma tanto in vitro como in vivo (46).

Ademds, se ha visto que la combinacidn de esta tera-
pia génica con terapias tradicionales tiene un efecto
sinérgico. Por ejemplo, frente al cdncer de mama y al
cancer de pulmdn metastatico derivado de cancer de
mama se observd un efecto adictivo in vivo en la uti-
lizacion de esta terapia génica combinada con agentes
quimioterapéuticos como la hidrocortisona (47).
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Recientemente se han investigado otro tipo de vecto-
res para mejorar la eficacia de la transfeccion. En un
estudio se utilizé un lipido catiénico (1,2-di-(9Z-oct-
adecenoil)-3-biguanida-propano) fusionado con met-
formina, fdirmaco que se utiliza para pacientes con
diabetes tipo II, pero que tiene un efecto antitumoral
(48). Asi, este sistema presenta una mejor eficacia an-
titumoral que utilizando como vector lipidos catidni-
cos convencionales tanto in vitro como in vivo (49).

También se han utilizado polimeros funcionales que
responden a estimulos intracelulares y liberan mas
facilmente el ADN como el polimero B-PDEAEA,
que responde a los niveles altos de especies reactivas
de oxigeno (ROS) presentes en las células tumorales.
Para aumentar la produccién de ROS por las célu-
las tumorales y que la liberacién del ADN sea mas
eficiente, se utilizd esta aproximacidn con el enzima
SAHA, una histona deacetilasa que esta aprobada para
el tratamiento de algunos canceres y que produce un
aumento en la concentracién de ROS de las células
tumorales (50).

CONCLUSIONES

El cancer es una de las enfermedades que presen-
ta una mayor tasa de mortalidad en todo el mundo,
presentando las actuales terapias convencionales una
efectividad limitada. La terapia génica suicida es una
técnica que tiene mucho potencial en el tratamien-
to de esta enfermedad gracias a sus multiples aprox-
imaciones de las cuales se estan realizando diferentes
ensayos clinicos. Los tres tipos de terapia génica sui-
cida cuentan con resultados prometedores, aunque la
introduccién de un gen proapoptético (en concreto
p53) parece la mas adelantada ya que se ha aprobado
para su uso clinico en China.

Aun asi, este tipo de terapia todavia no es del todo
eficiente, por lo que hay que seguir investigando y re-
alizando ensayos clinicos sobre los sistemas actuales
y desarrollando nuevos métodos para que esta terapia
sea completamente segura y eficaz.
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