16 de Abril. 2015; 54(258): 56-63

/ J
 Organo Cientifico *,

Articulo de Revision Re\/i Sta ] 6 de Ab ri | | S

. DE CUBA /

EL PAPEL DEL TRATAMIENTO CON VECTORES VIRICOS EN ENFERMEDADES
CARDIACAS

Gabriel Cruz Diaz!, Diana Citlali Garcia Plata!

'Escuela de Medicina del Instituto Tecnoldgico de Estudios Superiores de Monterrey, Campus Guadalajara,

Jalisco, México.

Correspondencia a: Diana Citlali Garcia Plata. Correo: dianadita 1223@hotmail.com

Recibido: 12 de mayo de 2015
Aceptado: 5 de septiembre de 2015

El tratamiento génico con vectores virales ha cobrado gran relevancia en los ultimos afios. Este
método se ha usado en distintas patologias, desde enfermedades del sistema nervioso central hasta
congénitas. Por otro lado, las patologias cardiacas han sido histéricamente enfermedades crdnicas
pues los pacientes nunca pierden el riesgo de sufrir alguna complicacion después de haber
presentado alguna afectacion en dicho 6rgano. En esta investigacién se describi6 la utilidad de los
vectores virales en el tratamiento de las enfermedades cardiacas a partir de 17 fuentes bibliograficas.
Algunos de los vectores que se utilizan hoy en dia son: el Adenovirus serotipo 9 (AAV9), serotipo 2
(AAV2), serotipo 2/5 (AAV2/5), serotipo 2.6 (AAV2.6), serotipo 2.9 (AAV2.9), entre otros pues han
demostrado buena penetracion en los cardiomiocitos. Aunque util, alin queda mucho campo abierto a
las mejoras y a la implementacion de nuevo conocimiento para que este método sea aprovechado en

su totalidad.

Palabras clave: cardiopatias, virus, terapéutica

The gene therapy with viral vectors has gained great importance in recent years. This method has
been used in various pathologies, from central nervous system diseases, to congenital diseases. On
the other hand, heart diseases have been historically chronic diseases, because patients never lose
the risk of complications after having any pathology involving this organ. This article will describe the
development of new strategies for the use of viral vectors in heart diseases from 15 literature
sources. Some of the vectors that are used today are the Adenovirus serotype 9 (AAV9), serotype 2
(AAV2), serotype 2/5 (AAV2 / 5), serotype 2.6 (AAV2.6), serotype 2.9 (AAV2.9), among others that
have already shown good penetration in cardiomyocytes. Although useful, the field remains open to

improvement and implementation of new knowledge for this method to be fully exploited.

Key words: heart diseases, viruses, therapeutics

INTRODUCCION
Las enfermedades cardiovasculares ocupan uno de los lugares mas altos en

causas de morbimortalidad en todo el mundo. Segun un estudio realizado por el
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Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en México la primera causa
de muerte en el 2012 fueron las enfermedades relacionadas con el corazoén,
representando el 16.9% en hombres y el 19.8% en mujeres con respeto a la
totalidad de fallecimientos. Por otro lado, un estudio realizado por el Consejo
Nacional para la Prevencion Contra Accidentes (CONAPRA) revelé que en el 2013
las enfermedades relacionadas con el corazén ocuparon el segundo lugar de
mortalidad nacional, constituyendo el 21.73% de la totalidad de muertes, siendo
superada sélo por las complicaciones de Diabetes Mellitus.'?

Numerosos autores plantean que estas afecciones tienen una base ambiental
muy fuerte; sin embargo, las nuevas tendencias en la medicina establecen sus
bases en la explicacién multifactorial de las enfermedades, dentro de las cuales
no se puede ignorar el papel tan fuerte que tiene la genética.

Una de las formas que recientemente han cobrado mayor relevancia como
terapia génica es la induccién de carga genética mediante vectores virales, cuyo
uso constituye una forma de aprovechar el complejo mecanismo virico a favor de
la salud. Ante la alta incidencia y prevalencia de las enfermedades cardiacas hoy
en dia se plantea la siguiente interrogante: ¢(Es la terapia génica mediante
vectores viricos una nueva alternativa para combatir las enfermedades
cardiacas? Recientemente esta terapia se ha usado en el tratamiento de muchas
enfermedades, principalmente las relacionadas con problemas génicos; sin
embargo, su empleo se ha expandido a sectores donde la genética sélo es parte
de la fisiopatologia de la enfermedad, por lo cual, entre mas se comprenden las
funciones de los virus y de la genética, mas importancia cobrara?.

Entre las enfermedades en las que se estdn desarrollando tratamientos con
vectores viricos podemos encontrar: la cardiomiopatia secundaria a Diabetes
Mellitus tipo 1, miocarditis viral, isquemia, cardiomiopatia por coxsackievirus B3,
entre otras*®.

Se ha demostrado, de igual forma, que esta terapia puede ser usada in dtero sin
alterar gravemente la respuesta futura del receptor hacia la infecciéon del virus
competente, lo cual mostré un gran avance en cuanto las posibles estrategias
para tratar trastornos cardiacos congénitos de manera exitosa. Otro estudio

evidencido que el uso de la terapia virica en los problemas cardiacos mostraba

http://www.rev16deabril sld.cu

ISSN: 1729-6935 / RPNS: 1804

Péginas 7




......

Articulo de Revision i s
. DE CUBA

una especificidad significativa hacia el 6rgano blanco, detectando sélo minusculos
niveles de genoma del vector en pulmén e higado® *°,

Por tales motivos, se espera que al utilizar vectores virales para tratar
enfermedades cardiacas se pueda extender la esperanza de vida de los

pacientes, o incluso se pueda dar tratamiento definitivo a algunas afecciones.

OBJETIVO
Describir la utilidad de los vectores viricos como tratamiento de las
enfermedades cardiacas.

DESARROLLO

Métodos de administracion del vector viral

1- Inyeccion anterégrada en las coronarias

En este método se aprovecha la funcidn fisiolégica del flujo coronario para la
administracion del vector. La ventaja mas importante es la posibilidad de realizar
el procedimiento de manera simple y percutdnea mediante un sistema de
catéter, lo cual se puede realizar en un laboratorio de cateterismo. En caso de
que existiera un dafio severo al corazén o algun problema delicado, este método
ofrece una minima invasién en comparacion con la inyeccién directa al miocardio,
gue se hace mediante un procedimiento quirdrgico invasivo. En comparacion con
otros métodos se logra, de esta forma, una distribucion homogénea del vector
con la misma calidad®!.

Uno de los obstaculos de este procedimiento es que el vector debe atravesar la
capa endotelial del vaso, por lo cual se administran distintos agentes que
incrementan la permeabilidad; por ejemplo: el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), histamina y nitroglicerina, los cuales han demostrado una
elevada eficacia. Recientemente, la nitroglicerina ha demostrado gran utilidad
cuando se administra mediante una infusion intravenosa sistémica al momento
de realizar la transmision del vector. Otro avance en este campo es el uso de
microburbujas con métodos de contraste a las cuales se les carga el vector viral.
Este proceder en combinacidon con un ultrasonido muestra gran ventaja pues,
ademas de monitorear el avance de la sustancia, el ultrasonido puede ser

utilizado para romper las burbujas y liberar su contenido en el lugar deseado'’.

http://www.rev16deabril sld.cu

ISSN: 1729-6935 / RPNS: 1804

Péginas 8




Organo Cientifico
. ESTUDIANTIL

Articulo de Revision i e |
, DE CUBA

.

Se puede lograr la entrega del vector de manera especifica a ciertos vasos
coronarios o ramas de los mismos mediante la colocacion dptima del catéter. Sin
embargo, en presencia de oclusion la administracién directa especifica a esa zona
puede resultar imposible®?.

Un método para aumentar y controlar la distribucién consiste en ocluir
selectivamente tanto las arterias como las venas cardiacas. Entre los objetivos
que persigue esta maniobra se encuentran: obtener la mejor penetracidon del
vector asi como la distribucidn deseada a la vez que se limita la migracién del
mismo a otros organos, siendo esta ultima la causa del flujo de las venas de
Thebesian, las cuales corresponden a menos del 10% del flujo de la mayoria de

los pacientes?'?.

2-Inyeccidén retrégrada en la coronaria:

Este método es parecido al de la inyeccién anterégrada pero ofrece la ventaja de
usar las venas coronarias, las cuales, a diferencia de las arterias, estan sin
afectacion en la mayoria de los pacientes. En combinacién con distintos
dispositivos especializados de regulacién de la presion, se ha demostrado un
incremento en la eficacia de la transmision del vector'?,

No obstante, la distribucién estd limitada y tiene un patron mas disperso,
mostrandose mas uniforme sélo en caso de oclusién arterial. Esto ultimo hace
gue este método sea menos util y mas invasivo de cierta forma, por lo cual su

uso no es tan recomendado??.

3-Inyeccidn directa intramiocardica:

Esta maniobra tiene como ventaja el sobrepasar las barreras y las limitaciones
que existen en la inyeccion intravenosa, entre las que podemos citar: el
metabolismo (efecto) de primer paso, la neutralizacién por anticuerpos y la
respuesta de linfocitos T. La ventaja mas importante de este método es la
posibilidad de inyectar directamente la zona deseada. Existen dos formas de
realizar la introduccién del vector: una desde el exterior, la cual requiere un
catéter usando un método quirurgico; la segunda, desde el interior, que requiere
una toracotomia y es el método mas invasivo y mayormente asociado a riesgos y
morbilidad, lo que determina que este proceder tenga desventajas notables con
respecto a la transferencia génica intravascular. La inyeccidén intramiocardica se

realiza con mayor frecuencia en pacientes donde la toracotomia es un
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procedimiento que necesariamente se implementara, como lo es en situaciones
donde se necesita revascularizacion. El patron de expresion del vector es
parcheado y tanto el volumen como las cargas que se pueden realizar con
seguridad son limitadas®®.

Otro de los problemas con el método interior es la retencién del vector, pues se
ha encontrado que no hay una ventaja notable en la retencidn que se obtiene
con un catéter periférico. Ello se debe a que el vector puede escapar de distintas
maneras, iniciando con la misma herida realizada por la aguja al penetrar el
musculo. Se ha intentado desarrollar soluciones que ayuden a la permanencia del
vector en el lugar deseado, por ejemplo: Matrigel, el cual redujo el escape en un
periodo corto pero fall en contener al vector a largo plazo*!.

Por otro lado, el método exterior con catéter es parecido a la inyeccion
anterograda o retrégrada, solo que emplea estudios de imagen en tiempo real
para poder ser mas especifico en el lugar de insercién. Tiene los mismos

problemas, aunque es mas riesgoso e invasivo®l.

Terapia con vectores virales en cardiomiopatia secundaria a Diabetes Mellitus

tipo 1:

La diabetes esta asociada con ciertas alteraciones especificas en la funcidon del
corazén. En un estudio realizado en la Universidad de Bristol, se evalud la
utilidad de inducir el gen NGF, que transcribe el factor de crecimiento nervioso
(NGF), mediante vectores virales en corazones de ratones a los que se les indujo
Diabetes Mellitus tipo 1. El empleo de NGF estd correlacionado con efectos
cardioprotectores debido a que se une con el receptor de tropomiosina
relacionada a cinasa-A (TrkA), el cual estd expresado en la membrana plasmatica
de células nerviosas y no nerviosas, incluyendo cardiomiocitos y células
endoteliales. Uno de sus principales efectos es el antiapoptético en los
cardiomiocitos, a la vez que promueve la angiogénesis®.

Se usaron dos tipos de vectores virales para inducir el gen NGF: el vector viral
asociado a adenovirus serotipo 2 (AAV2) y el serotipo 9 (AAV9). El AAV2 muestra
menor eficacia de transduccién después de una inyeccién sistémica en
comparacién con el AAV9. Por tal motivo, se realizaron dos procedimientos: una
inyeccion intramiocardica con AAV2 y una sistémica con AAV9. Se encontrd que

cualquiera de las dos vias de induccién del gen NGF resulté protectora en el
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corazon diabético, pues previene la disfuncién del ventriculo izquierdo, preserva
la microvasculatura, mejora la perfusion, promueve la activacién de la via

Akt/Foxo3a y reduce la fibrosis en el corazén de ratones diabéticos.*!'*3

Terapia con vectores virales en miocarditis virica:

La cardiomiopatia dilatada (DCM) subsecuente a la miocarditis es la causa
principal de muerte subita en jévenes y usualmente requiere trasplante en las
fases finales de la enfermedad. En una investigacion se realizdé la transferencia
de adenovirus que contenian el receptor A para IL-17 (Ad-IL17R:Fc) en ratones
con miocarditis por coxsackievirus B3 (CVB3). El uso del Ad-IL17R:Fc inhibid la
IL-17A, redujo el nimero de células TH17 y disminuy6 al factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) asi como a la IL-6 a los tres meses después del
establecimiento de miocarditis por CVB3 crénica, lo cual disminuyd la mortalidad
en miocarditis viral debido a DCM. Otro hecho que es valido mencionar fue la
prevencion del remodelamiento en la miocarditis mediante el uso de Ad-IL17AR:
Fc, al reducir el nivel de depdsitos de coldgeno de tipo I y III, disminuir el
numero de fibroblastos y reducir el nivel de ADAMTS-1 y MMPs/TIMPs>.

Otro estudio se centrd en la induccidon de RNA de interferencia (RNAi) mediante
un AAV9. El uso de RNAI tradicional es limitado debido a su inestabilidad en el
plasma y su baja transferencia a células, por lo cual se utilizé RNA de horquilla
pequeia (shRdRP) contra la polimerasa de RNA (RdRP) del CVB3. Se realizaron
investigaciones tanto en células HeLa como en cardiomiocitos primarios de rata
(PNCM), y en ratones de manera in vivo. El uso de AAV2 resulto inutil debido a
su inhabilidad para transferir a PNCMs. En contraste, el empleo de un andlogo
pseudotipado AAV2.6 resulto util al reducir la replicacién del virus en PNCM.
Finalmente, se utilizd el AAV9-shRdRP debido a que tiene la capside mas
cardiotrdpica; el resultado fue una disminucidn en la replicacién del virus, siendo
mas efectiva en los cardiomiocitos 7!%!*13,

Por otro lado, se investigd la utilidad de utilizar al mismo CVB3 como vector,
pues su capacidad de infeccidn rebasa por mucho la de los AAV existentes toda
vez que puede penetrar en los cardiomiocitos que no estdn en divisidon. Los
resultados son alentadores, la virulencia se redujo tanto en los experimentos in

vitro como in vivo; no obstante, es necesario realizar mas estudios para
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comprobar su seguridad. Esta puede ser una promesa de terapia futura muy

fuerte!® 17,

Terapia con vectores virales en isquemia miocardica:

En un estudio realizado por la Universidad de Ciencia y Tecnologia de Huazhong
y el Colegio Médico de Tongji, se evalué la efectividad de la inducciéon del gen
proangiogénico CD151 en corazones isquémicos de ratas mediante AAVs. Se
manipulé el CD151 para que respondiera de manera controlada al elemento de
respuesta de hipoxia (HRE) del gen de la enolasa humana. Se utilizaron la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real y Western blot para
confirmar la presencia del mRNA del CD151 en los corazones isquémicos;
ademads, se empled inmunohistoquimica para detectar el nivel de CD151 en la
microvasculatura de las areas isquémicas del miocardio. Los resultados fueron
favorables pues la expresion de CD151 cumplié con su funcién y promovid el

incremento de microvascularidad en el miocardio isquémico®.

CONCLUSIONES

El uso de la terapia virica ha mostrado utilidad en el tratamiento de las
enfermedades cardiacas, por lo que se espera que este campo se siga
investigando en aras de obtener mejores resultados. Con la utilizacion de virus
distintos a los AAV se demuestra que hay una oportunidad de mejorar, pues
existen 6rganos como el corazén donde los AAV no siempre son los que mejor
penetran a las células. Si la evolucion de la técnica va por el sendero correcto, se
podria esperar la utilizacion de un mayor numero de virus con mejor penetracion

al érgano especifico a tratar.
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