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Introduccidén

El cancer de préstata es actualmente la neoplasia de mayor incidencia en
la poblacion masculina del Uruguay y la segunda en mortalidad, a pesar de los
distintos tratamientos disponibles. Por tal motivo, en este trabajo consideramos
importante abordar el estudio de nuevas estrategias terapéuticas contra esta
enfermedad enfatizando en la terapia génica por ser una opcion muy
prometedora en vistas al tratamiento del cancer. Dado el escaso conocimiento e
informacion que existe en nuestro ambito clinico con respecto a los avances en
esta area de la investigacion, hemos optado por el abordaje de dicha tematica
exponiendo los resultados pre-clinicos y clinicos de las distintas modalidades de
terapia génica para el tratamiento del cancer de prostata.

A través de la realizacion de una busqueda de articulos sobre ensayos
clinicos y revisiones acerca de las diversas estrategias utilizadas, buscaremos
acercarnos a los nuevos avances logrados en este campo, los cuales en un

futuro, podrian llegar a aplicarse en nuestro pais.

Metodologia

Realizamos una busqueda de revisiones y articulos acerca de las diversas
estrategias utilizadas en terapia génica del cancer de préstata. Dicha busqueda
se efectué a través de bases de datos académicos especificos como son
PubMed y Google Schoolar mediante la utilizacion de palabras claves con el
objetivo de obtener informacion acerca de la patologia en si misma, su incidencia
en el mundo y Uruguay, dificultades respecto a tratamientos actuales y nuevas
terapias en desarrollo, técnicas en terapia génica (in vivo, ex vivo) especialmente
enfocadas al cancer de prostata, experimentacion en fase preclinica (animales)
y clinica (humanos). Utilizamos el programa Mendeley que gestiona documentos
y referencias bibliograficas para citar las fuentes consultadas en el trabajo

realizado.



Cancer de préstata: Epidemiologia, patologia y terapias convencionales.

El cancer de préstata es la neoplasia maligna con mayor incidencia en
hombres en Uruguay con un 60,72% de casos segun la Comisién Honoraria de
Lucha Contra el Cancer y ocupa el segundo lugar en mortalidad por cancer con
el 21,14% en la poblacién masculina . A nivel mundial, el cancer de préstata es
el segundo cancer mas diagnosticado en hombres (899.000 nuevos casos al
afio, 13,6% del total) 2. Aproximadamente el 75% de los casos se registran en
paises desarrollados. Las tasas de incidencia méas altas se observan en Australia
y Nueva Zelanda (104,2 por 100.000), Europa y Norteamérica. Las tasas de
incidencia son relativamente altas en algunas regiones en desarrollo como el
Caribe, América del Sur y Africa. La incidencia mas baja se observa en Asia (4,1
por 100.000) 2.

En la actualidad, se han establecido firmemente Unicamente tres factores
de riesgo para el cancer de proéstata, todos ellos no modificables: la edad, la raza,

y una historia familiar positiva de cancer de préstata 3.

e Edad: El riesgo de cancer de prostata aumenta progresivamente desde
los 50 afios (y desde los 40 afios si hay antecedentes familiares). La
incidencia de cancer de préstata en autopsias es bastante alta,
aumentando desde el 20% a los 50 afios hasta 70% en varones entre 70
y 80 afos de edad 3 4.

e Raza: La raza afro-descendiente tiene una incidencia mayor de esta
enfermedad y presentan al momento del diagnostico estadios mas
avanzados, por el contrario en los asiaticos es muy infrecuente este tipo
de cancer % 3 4,

e Historia familiar: Parece ser que el cancer de prostata afecta mas a
algunas familias, lo cual sugiere que en algunos casos puede haber un
factor hereditario o genético. Si el padre o el hermano de un hombre
padecen cancer de préstata, se duplica el riesgo de que este hombre
padezca la enfermedad (el riesgo es mayor para los hombres que tienen

un hermano con la enfermedad que para aquellos con un padre afectado



por este cancer). Asimismo, en el caso de los hombres que tienen dos o
mas familiares de primer grado afectados el riesgo de padecerlo es de 5
a 11 veces mas, particularmente si tales familiares eran jovenes en el

momento en que se les diagnosticé el cancer 2 °.

Con respecto a la patologia, los androgenos (hormonas masculinas) tienen
un papel destacado en la aparicion de este tipo de cancer. El crecimiento y el
desarrollo de las células cancerosas prostaticas dependen de los andrégenos,
que se unen a los receptores androgénicos (RA) e inducen la expresion de genes

responsables del crecimiento y la supervivencia °.

En aproximadamente el 70% de los casos el cancer de prostata se origina
en la zona periférica de la glandula, clasicamente en una regién posterior de la
misma, que a menudo se hace palpable en el tacto rectal. El cancer de préstata
se extiende localmente por invasion directa, y a través de las vias sanguineas y
linfaticas. Por extension local, lo mas frecuente es que afecte a las vesiculas
seminales y a la base de la vejiga urinaria. La diseminacién hematégena se
produce sobre todo en los huesos, principalmente en los del esqueleto axial, pero
algunas metastasis anidan ampliamente en las visceras. Histoloégicamente la

mayoria de las lesiones corresponden a adenocarcinomas ” 8.

Los carcinomas de proOstata al igual que otros tipos de cancer, se clasifican
en grados de malignidad y estadios de extension. Se han descrito varios
sistemas de gradacion, de los cuales el sistema de Gleason es el mas conocido.
En el sistema de Gleason, el cancer de préstata se divide en cinco grados segun
los patrones de diferenciacion glandular. El grado 1 representa los tumores mejor
diferenciados, mientras que los de grado 5 no muestran diferenciacion glandular,
encontrandose entre éstos, variables de diferenciacion. La mayoria de los
tumores contienen mas de un patrén, en cuyo caso se asigna un grado principal
al patron dominante y un grado secundario al segundo patron mas frecuente, los
dos grados de suman y se obtiene un grado o una puntuacion de Gleason
combinado, por ejemplo un tumor con grado 3 dominante y un grado 4

secundario representaria una puntuacion de 7, en consecuencia los tumores



mejor diferenciados tienen un grado de Gleason de 2 (1+1) y los peor
diferenciados un score de 10 (5+5) °. La estratificacion en grados tiene especial
importancia, porque por lo general hay una correlacion directa entre el prondstico
y el grado de diferenciacion. Asimismo también es importante para seleccionar

la pauta terapéutica adecuada y para establecer un pronéstico .

Dentro de los tratamientos mas utilizados actualmente en el cancer de
prostata se incluyen: la cirugia (prostatectomia), la radioterapia y la manipulacién
hormonal. Mas del 90% de los pacientes que reciben tratamiento tienen una
esperanza de vida de 10 afos. El tratamiento mas frecuente para el cancer de
préstata clinicamente localizado es la prostatectomia radical y como terapia
alternativa la radioterapia (externa o braquiterapia) 1.

El carcinoma metastadsico avanzado se trata mediante la privacion
androgénica . El objetivo de este tratamiento es reducir los niveles de
androgenos en el organismo, o prevenir que estas hormonas alcancen las
células cancerosas de la préstata 2. Los andrégenos principales son la
testosterona y la dihidrotestosterona, los cuales estimulan el crecimiento de las
células cancerosas de la prostata por lo que esta terapia provoca que se reduzca
el tamafio de los canceres o0 que crezcan mas lentamente por un tiempo. Sin
embargo, la terapia hormonal sola no cura el cancer de préstata. Se pueden
emplear varios tipos de terapia hormonal para tratar el cancer de prostata.
Algunos tipos reducen los niveles de testosterona u otros androgenos
(orguiectomia, administracién de agonistas sintéticos de la hormona liberadora
de hormona luteinizante (LHRH)), y otros bloguean la accién de esas hormonas
(anti-andrégenos) 2. Para que los andrégenos puedan funcionar, éstos se tienen
que unir a una proteina en la célula llamada receptor de andrégeno 2. Luego de
una fase inicial hormono-dependiente, pasados los 18 a 24 meses de
comenzada la terapia de privacion hormonal, en la cual el paciente responde a
la misma, el tumor se vuelve independiente de la actividad del receptor de
androgenos por lo que se hace Hormono independiente y la terapia deja de ser
atil 3. Como causas de esto se han descrito la amplificacién y mutacién del gen

del receptor de andrégenos que generan su activacion constitutiva independiente



del ligando o la expresion de receptores que responden a estroOgenos,

progesterona e incluso anti-andrégenos?®.

Considerando que los pacientes con cancer de prostata localizado son a
menudo tratados con éxito con la prostatectomia radical y la radioterapia, las
opciones terapéuticas eficaces para los pacientes con metastasis andrégeno-
independiente estan limitadas. Se necesitan estrategias para mejorar aun mas

los resultados de supervivencia para los pacientes en estadio avanzado .

La inmunoterapia especifica surgi6 como una modalidad de tratamiento
prometedor para el cancer prostatico avanzado 4. Las células T y los anticuerpos
son componentes de gran alcance de la respuesta inmune antitumoral
especifica; los linfocitos T CD8 + y los citoliticos naturales (NK) pueden
reconocer de manera eficiente y destruir las células tumorales que exponen
péptidos intracelulares derivados de antigenos asociados a tumores (TAA) a
través de la molécula de superficie del complejo principal de histocompatibilidad
(CPH o HLA) de clase I, y células T CD4+ que reconocen péptidos de superficie
presentados por el CPH de clase Il, ambas expresadas por las células
presentadoras de antigenos (CPA) que también juegan un papel importante en
la inmunidad antitumoral 4. Una de las modalidades de tratamiento mas
estudiadas ha sido la vacunacion con células dendriticas cargadas de antigenos
tumorales, induciendo la respuesta de células T especificas de tumor 4
Recientemente se aprobd el uso de una vacuna terapéutica que consiste en
células dendriticas autdlogas cargadas con una proteina de fusion entre PAP
(fosfatasa acida prostatica) y el factor GM-CSF (Factor estimulante de colonias
de granulocitos y monocitos) 1°.

Otro tipo de terapia que se esta ensayando en fase pre-clinica y clinica para
el tratamiento del cancer de préstata y otros tipos de cancer es la denominada
terapia génica en la que centraremos la atencion de esta revision. Algunas
modalidades de esta terapia ya fueron aprobadas para el tratamiento de cancer

de cabeza y cuello en paises como China.



Terapia Génica

Se puede definir la terapia génica como la transferencia de material
genético a células del organismo con el fin de corregir deficiencias heredadas o
adquiridas y obtener asi un beneficio terapéutico. Esto se logra mediante tres
estrategias fundamentales: 1- Complementar o sustituir el defecto en la funcién
del gen introduciendo una copia del gen normal en estas células; 2- Inhibir o
bloquear el funcionamiento de proteinas que contribuyen al desarrollo de la
enfermedad; 3- Introducir genes que permitan a la célula sintetizar una nueva
proteina con efecto terapéutico 8. La transferencia génica se realiza a través de
vectores, los cuales pueden clasificarse en virales y no virales. Los vectores
virales mas utilizados en ensayos pre-clinicos y clinicos son derivados de
Adenovirus, Retrovirus, virus Adeno-asociados y Virus Herpes Simplex. (Fig. 1A
y Tabla 1) En lo que refiere a los vectores no virales encontramos vectores
quimicos como son: Fosfato calcico, Liposomas mediados por receptores
(utilizado en cancer de prostata) y también vectores mecanicos como por

ejemplo Micro-inyeccion y Electroporacion 7.

Existen dos técnicas a través de las cuales se lleva a cabo la terapia
génica, una es in vivo y la otra ex vivo. En la primera de ellas el material genético
es introducido mediante vectores directamente en la célula diana a través del
torrente circulatorio o por inyeccion intratumoral, no hay extraccion previa de las
células ni manipulacién in vitro. En la segunda, las células a tratar son
previamente extraidas, aisladas y crecidas en cultivo realizando la transferencia
génica in vitro. Luego estas células modificadas se devuelven al paciente para

que cumplan su funcién. (Fig.1B)



A Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials (\:}\/)

WILEY

Adenovirus 22.8% (n=488)
Retrovirus 19.1% (n=409)
Naked/Plasmid DNA 17.7% (n=379)
Vaccinia virus 7.6% (n=162)
Adeno-associated virus 5.5% (n=117)
Lipofection 5.3% (n=113)

Poxvirus 4.7% (n=100)

Lentivirus 4.2% (n=89)

Herpes simplex virus 2.9% (n=63)
Other vectors 7% (n=150)

Unknown 3.3% (n=71)

The Journal of Gene Medicine, © 2014 John Wiley and Sons Lid www.wiley_co.uk/genmed/clinical

B Terapia in vivo Terapia ex vivo

Células madre genéticamente

modificadas (puede bloquear el
hazo i lagico del paciente)
Gen terapéutico OR

ES cell \
El gen terapéutico se HLA bank \

Gen terapéutico

& -
empaqueta en un OR /...-—-—-‘VQ? - &
vector, como un @ & @
retrovirus -

N

Células madre
diferenciadas
in vitro

El gen terapéutico se
empaqueta en un
vector, como un
retrovirus y se
introduce en las
células

Las células madre son aisladas y
se multiplican en el laboratorio

Células madre
adultas. . _
& =4

Es inyectado en
el paciente S

| Las células genéticamente
modificadas se reintroducen |
en el paciente

Figura 1- A. Vectores mas utilizados en ensayos clinicos de terapia génica. B. Técnicas in vivo
y ex vivo utilizadas en terapia génica







Vectores Material Capacidad de[ Tropismo | Integracion Ventajas Desventajas

virales Genético | empaquetamiento al ADN

Envueltos
Retrovirus ARN 8 kb Células en Si Generacion de altos titulos Inestabilidad de algunos
division virales. vectores retrovirales.
unicamente. Integracion estable al genoma del Posible mutagénesis
Pleiotropismo huésped. insercional. Requiere células
en division.

HSV-1 ADNdc 30- 50 kb Principalmente No. (Episoma) Gran capacidad de insercién de Expresion transitoria del
células genes. Infeccion latente en gen.
neuronales células en division y no division.
asmoulios
\")

AA ADNcs <5 kb Pleiotropismo. SI <10% Sin reaccién inflamatoria. Baja capacidad de
No >90% empaquetamiento.

Adenovirus ADNdc 8kb* Pleiotropismo No Maxima eficiencia transduccional Respuestas  inflamatorias
37kb** en la mayoria de los tejidos. mediadas por la capside.
Infectan células en divisiéon o no.
Seguridad clinica.

Tabla 1: Vectores virales mas utilizados. HSV-1: Herpes virus simple tipo 1; AAV: Virus Adenoasociados; ADNdc: ADN doble cadena; ADNcs: ADN de cadena simple;
*Adenovirus de primera generacidn que tiene algunos genes virales, replicacion condicionada; **Adenovirus de tercera generacidn, no tienen genes virales.







La terapia génica puede emplearse en el tratamiento de diversas
patologias como ser: enfermedades genéticas, cardiovasculares, infecciosas,
neurodegenerativas y el cancer, siendo esta ultima el area de mayor aplicacion

en ensayos clinicos .

En lo que respecta a la aplicacion de la terapia génica en el cancer de
prostata las estrategias mas utilizadas son: 1) Terapia viral oncolitica; 2)
Sustitucion de oncosupresores defectuosos; 3) Terapia génica suicida; 4)
Inmunoterapia génica '°. En esta revision vamos a comentar cada una de ellas
en detalle tanto en modelos animales de cancer de prdéstata como ensayos

clinicos.

Estrategias en terapia génica del cancer de pristata

Terapia génica viral oncolitica.

El uso de virus de replicacion competente, capaces de replicarse y destruir
exclusivamente células neoplasicas es una estrategia atractiva para el
tratamiento del cancer ?°. Esta terapia se denomina oncolitica y consiste en
utilizar la propia capacidad replicativa y citolitica del virus para destruir células

tumorales pero no de las células normales del huésped. (Fig. 2)
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Figura 2- Los virus oncoliticos se replican y destruyen células tumorales de manera selectiva.
La progenie viral producida dentro de las células tumorales, es liberada y se propaga por las
demas células cancerosas repitiendo el ciclo, lo que lleva a la destruccion de las mismas. El
virus no es capaz de replicarse en células normales del huésped.

Esto se logra mediante
dos estrategias principales:
1- Deleccion de genes virales
necesarios para la replicacion
del virus cuya funcién puede
ser compensada en células
tumorales (deleccién
selectiva); 2- Colocar un gen
viral implicado en  su
replicacion bajo el control de
un promotor tumor o tejido

especifico 2°. (Fig. 3)
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amplio espectro de células tumorales, replicarse en ellas y formar progenie viral
que al liberarse causa la lisis celular y se propagan a células vecinas. Los
adenovirus capaces de lisar unicamente a células tumorales diana se han
denominado CRAds (conditionally replication-competenty  adenovirus/

adenovirus de replicacién competente condicionada) 3. (Fig.2)

1- Vectores replicantes con deleccion selectiva: La estrategia mas comunmente
usada para generar virus oncoliticos es la eliminacion de genes virales que son
esenciales para la propagaciéon del virus en las células sanas, pero no en las
células tumorales. Por lo tanto la replicacion viral ocurre solo en vias celulares
que estan desreguladas. Un ejemplo de ello es el virus dI1520 (ONYX-015) que
contiene una alteracion en el gen de E1B-55kb, lo que lleva a que no se produzca
dicha proteina. Por lo tanto el virus unicamente se replica en células que
contengan un p53 no funcional (una situacion que es muy frecuente en células

tumorales) 3.

2- Vectores replicantes regulados por promotores tumor o tejido especificos:
Utilizada principalmente para generar adenovirus oncoliticos, colocan la
expresion de genes virales necesarios para la replicaciéon del virus (por ejemplo
el gen E1 de Ad, (ver genes Adenovirales en Tabla 2), bajo el control de un
promotor especifico de cancer. Para el tratamiento del cancer de préstata se han
empleado promotores y potenciadores de los genes del PSAY PSMA (Antigeno

de membrana préstata especifico) 2'.



Regiones (genes)

Ads.

Incluye genes cuyos productos son encargados de la replicacién
viral y modular el metabolismo celular permitiendo asi el aumento
de la susceptibilidad celular a la infeccién viral. (*)

Genes cuyas proteinas estan relacionadas con la sintesis viral

Modulacién de la respuesta inmune del huésped vy lisis celular.

Regulacion de la expresion génica viral, transporte de ARNm,
replicacion de ADN y apoptosis.

Tabla 2: Regiones adenovirales. (*) Las proteinas E1A interfieren con el proceso de division
celular mediante la unién a otras proteinas miembros de la familia de proteinas del
retinoblastoma (pRb). El bloqueo de pRb permite la liberacidn de factores de transcripcion
de la familia E2F que activa la transcripcion de genes requeridos para el ingreso en la fase
S del ciclo celular. Para evitar la apoptosis temprana debido a la transcripcién aumentada

de E1A la proteina E1B 55kd se una al p53 e inhibe la actividad apoptética. Ads:
) 21_

(adenovirales

Se han llevado a cabo varios ensayos preclinicos para valorar la eficacia
y seguridad de los distintos virus oncoliticos. G207 (Tabla 3) fue probado en las
lineas celulares prostaticas DU145 y PC3 (Principales lineas celulares del cancer
de prostata) para evaluar in vitro los efectos citopaticos de G207 y su habilidad
de replicacién, donde se demostrd que su eficacia citopatica llega al 99% al dia
7 post infeccion, asi como la dosis-dependencia de la replicacion viral; e in vivo
mediante la implantacion de dichas células en ratones donde se observo una
supresion estadisticamente significativa (p<0.001) del crecimiento del tumor en
ambas lineas celulares en comparacion con los controles luego de la infeccidn
con G207 22, CN706 (Tabla 3) fue valorado mediante su inyeccién intratumoral
en xenoinjertos de cancer de prostata productores de PSA (células LNCaP, las
cuales se definen como células de adenocarcinoma prostatico sensibles a
androgenos) resultd en una rapida regresion de estos tumores y una disminucién

del PSA sérico 2°. CG7870 (Tabla 3), se estudié en combinacion con radioterapia



mediante la utilizacion de cultivos celulares de LNCaP y xenoinjertos de
LNCaPen ratones (inyeccion intratumoral) 23. Se demostré que la combinacién
de dichos tratamientos aumenta la eficacia antitumoral del adenovirus oncolitico
(sin perder su especificidad por las células cancerosas) dado un aumento de la
replicacion viral en las células irradiadas previamente, genera una mayor
supresion del tumor (estadisticamente significativo), aumenta el tiempo de
progresion de la enfermedad y provoca disminuciones en el PSA sérico. No se
observaron efectos adversos adicionales a aquellos causados por el tratamiento
Unico con radioterapia 23. EI mas novedoso de los virus oncoliticos, Ad[I/PPT-
E1A] (Tabla 3) en varios ensayos preclinicos mostro citotoxicidad especifica por
las células prostaticas, ausencia de efectos citotdxicos en otros érganos (se
demostré que los riesgos de efectos nocivos son despreciables y que la
replicacion viral esta confinada a células prostaticas y el virus no es perjudicial
para otros tejidos y 6rganos), un aumento significativo en la supervivencia de los
animales que recibieron el tratamiento con Ad[lI/PPT-E1A] asi como en la
disminucién del PSA sérico y en el tamario del tumor 24,

Algunos de estos virus oncoliticos han sido estudiados en diversos ensayos

clinicos.

CN706 y CG7870 fueron probados en ensayos clinicos (fase 1). CN706
fue administrado mediante inyeccion transperitoneal guiada por ultrasonografia
transrectal (ITJUTR) 25, en 20 pacientes con recurrencia de cancer de prostata
localizado luego de la radioterapia, para evaluar la seguridad y la actividad
intraprostatica del mismo. El ensayo mostro que CV706 es seguro y no esta
asociado a eventos de toxicidad irreversible. La mayoria de los pacientes
presentaron linfopenia clinicamente no significativa a las 48 hs, que volvio a sus
valores basales luego de 7 dias pos-tratamiento. No se observaron alteraciones
significativas de la coagulacion ni de la funcidn hepatica. En cuanto a los valores
de PSA, la respuesta de los 20 pacientes fue dosis dependiente: los cinco
pacientes que llegaron a una reduccién mayor o igual al 50% de sus valores
iniciales de PSA habian recibido las dosis mayores de CV706 2°. CG7870 fue

evaluado en 23 pacientes con cancer de prostata metastasico refractario a



terapia hormonal, mediante su inyeccion intravenosa 2. Los sintomas similares
a los presentados en el curso de una infeccion respiratoria viral fueron los
hallazgos colaterales mas comunes (fiebre, fatiga, nauseas, vomitos). A
mayores dosis se observaron aumento transitorio de las transaminasas
hepaticas y trombocitopenia. A su vez a dosis relativamente altas se encontro
una leve inflamacién hepatica asociada en algunas instancias a elevacién de D
dimeros (un marcador de coagulacién intravascular diseminada) y elevacion de
la IL-6 como marcador de la respuesta antiviral. No se observé una respuesta
parcial o completa del PSA, sin embargo cinco pacientes presentaron
disminucién de 25% - 49% del PSA sérico, 3 de los cuales habian recibido las
dosis mas altas %6. Ad[I/PPT-E1A] esta siendo utilizado en un ensayo clinico fase
| (Comenzado a finales del 2013) para evaluar su tolerancia y seguridad y efectos
histopatoldégicos e inmunolégicos como tratamiento adyuvante previo al
tratamiento con prostatectomia radical) 24, (primer estudio en evaluar la
combinacion de dichos tratamientos).Ad[I/PPT-E1A] sera administrado mediante
ITQUTR tres semanas antes de la remocion quirurgica de la prostata a distintas
dosis, en 12 a 18 hombres de entre 35 y 70 afios quienes seran evaluados y
monitorizados intensivamente para valorar efectos adversos y toxicidad durante
las 3 semanas. Se evaluaran ademas los cambios a nivel de la inmunidad innata
y sistémica, los perfiles adaptativos del sistema inmune asi como la presencia

de células T tumor y adenovirus especificas 4.

Si bien varios ensayos preclinicos han demostrado seguridad y gran
efecto citopatico, aun se requieren mas estudios clinicos que evaluen y
certifiquen su eficacia. Sin embargo consideramos que el desarrollo de estos

virus puede ser una terapia.



Virus oncolitico Promotor \EX:[3] Terapia combinada | Modelo animal/ensayo clinico Respuesta antitumoral
administracién

CV706 (Ad5, E1A, Ratdn (Xenoinjertos de células
E3(-), p.PSA) *

LNCaP)

it Ensayo clinico fase | N N.D N.D N.D
CG7870 (E1A, it Radioterapia Rat6n (Xenoijnjertos de LNCaP) J J N.D N.D
E1B,p.probasin, .
5 PSAY Probasme

i.v Ensayo clinico fase | N N.D N.D N.D
Ad[I/PPT-E1A] *** BRI\ it Ratén (xenoinjertos de células N N N.D ™

PC3).

6207(HS¥;1-Y S HSV-1 it Ratén (implantacién de células N.D J N.D N.D
(), Lacz) PC3y DU145)

Tabla 3: Terapia viral oncolitica. *Creado mediante la insercién de un potenciador/promotor especifico de préstata (PSE), derivado del extremo 5’
del gen de PSA, en el genoma de un adenovirus tipo 5 (Ad5), con el fin de dirigir la expresién del gen EA1.) **La expresion de los genes E1Ay E1B

estdn bajo el control del promotor del gen probasina de rata y el promotor de PSA humano respectivamente. Adicionalmente la regién adenoviral
E3 ha sido mantenida, lo que suprime la respuesta inmune del huésped. ***E1A esta controlado por una secuencia sintética reguladora que

comprende el potenciador de PSA y del PSMA (Antigeno de membrana préstato-especifico), y el promotor del gen TARP (t cell recepor gamma
chain altérnate Reading frame protein), el cual es expresado Unicamente en células epiteliales prostaticas y en células del cancer de préstata.
****Presenta delecciones en ambas copias del gen y 34.5 (que es el principal determinante viral para la neurovirulencia y ademas bloquea la
respuesta inmune del huésped a la infeccion), la insercion del gen lacZ de E.coli el cual inactiva al gen ICP6 (Este gen encubre una larga subunidad
de la enzima HSV-ribonucleotidoreductasa encargada de la sintesis de ADN viral y requerida para la correcta replicacion viral en células que no
estan en divisidon).DU-145, PC-3, LNcaP: modelos celulares de cancer de prdstata humano, Ad: adenovirus; p: promotor; HVS-1: herpes virus simple
tipo 1; i.t: intratumoral; i.v: intravenoso; T.tm: Tamafio tumoral; r/i Mt: reduccién inhibicion de las metastasis; Sv: sobrevida; N.D: No determinado;
Flecha ascendente: Incremento; Flecha descendente: Descenso.




Sustitucion de oncosupresores (p53) defectuosos

El gen p53 se localiza en el cromosoma 17 y es la diana mas
frecuentemente alterada en tumores humanos. Aproximadamente el 50% de los
tumores humanos contiene mutaciones de este gen. La pérdida homocigaética de
p53 se encuentra virtualmente en todos los tipos de cancer. En la mayoria de los
casos las mutaciones inactivadoras afectan ambos alelos de p53 y son
adquiridas en las células somaticas ?’. El hecho de que las mutaciones de p53
sean frecuentes en diversos tumores humanos sugiere que la proteina p53
funciona como un guardian critico para la formacién del cancer. En efecto es
evidente que p53 actua como un “policia molecular” que impide la propagacion
de células genéticamente dafiadas.

La proteina p53 es un factor de transcripcion que esta en el centro de una
gran red de sefiales que detectan tension celular, dafios del ADN, telomeros
acortados e hipoxia 2. Esta proteina frustra la transformacién neoplasicas

mediante varios mecanismos entrelazados: (Fig. 4)

1. Induccién de la detencidn transitoria y/o permanente del ciclo celular
2. Desencadenamiento de la muerte celular programada (apoptosis)

3. Inhibicidn de la angiogénesis

G ) (rse)

n—'/__.
1 factores
. |antiangiogénicos.
p21

Y <
(<
,\\@

E . - coK =T :
1.Detencién del ciclo celular

Figura 4- Rutas principales del p53 y su mecanismo de accién sobre moléculas
efectoras. Modificado de Sunil Chada et al, 2008 *°.




La proteina p53 se une a regiones reguladoras del ADN e induce la expresion
de varios genes inhibidores incluyendo p21/WAF1/CIP1/MDAG, un potente
inhibidor de la ciclina D1 que media la transicion de la fase G1/S del ciclo celular,
por cual células que han sufrido dafio genético son frenadas en la fase G1 del
ciclo permitiendo la reparacién del ADN (Fig. 4). Si ésta reparacion es
inadecuada p53 puede desencadenar la apoptosis. Si el gen p53 es inactivado
no se puede inducir la apoptosis, permitiendo que las células que tienen dafo a
nivel del ADN sobrevivan y acumulen mutaciones favoreciendo la inestabilidad

gendmica y la transformacién oncogénica 2°.

Mediante la terapia génica se busca sustituir el gen mutado o defectuoso de
p53 incluyendo en las células tumorales una nueva secuencia normal del gen
(wtp53). Se ha documentado en estudios pre-clinicos que células tumorales in

vivo luego de ser
Genoma Adenoviral 35.4 Kb

complementadas con

th53 inducian la p53 Proteinas estructurales del Adenovirus E4

.z . |
detenciéon  del ciclo =-

(1)  —  E2 E3

celular, la apoptosis e / T
inhibicion de la
angiogeénesis. Estos ; {
estudios emplean como Insercion del casset de expresion de 2.3 kb

vectores adenovirus de Figura 5- Estructura del genoma adenoviral y del vector

serotipo 5 recombinante | (Ad5CMV-wp53). Modificado de Sunil Chada et al, 2008 *°.

de replicacion defectuosa

(AdS5) que contiene una secuencia del gen de wtp53 bajo el control del promotor
de citomegalovirus (CMV) Ad5CMV-p53 3, (Fig. 5)

Se aplicaron inyecciones intratumorales de Ad5CMV-p53 en distintos tumores
con xenoinjerto en ratones y se demostré que la transduccion del gen de wtp53
en diferentes tipos de células cancerosas que carecen de p53 normal aumenta
su sensibilidad a la apoptosis y por lo tanto podria aumentar su sensibilidad a las
radiaciones ionizantes. Se probd en un estudio preclinico la combinacion de

ambas terapias (inyeccion intratumoral de Ad5CMV-p53 vy radioterapia)



comparando grupos que recibieron estas por separado en relacién con otro
grupo que recibié ambas terapias. El resultado fue una diferencia significativa
entre grupos (p<0,05), con resultados a favor del grupo tratado con AASCMV-
p53 y radioterapia, observando un descenso en el nivel sérico de PSA y un
crecimiento tumoral mas lento (Tabla 4) 3'. Asimismo se ha estudiado la
transferencia de genes wtp53 en combinacion con el tratamiento
quimioterapéutico en modelos animales de xenoinjertos tumorales humanos de
pulmoén, de mama, cabeza y cuello, prostata y ovario y se ha visto una
significativa supresion del crecimiento del tumor y mayor apoptosis que cualquier

otro agente por si solo 2°.

Estos resultados preclinicos han servido como impulso para los estudios
clinicos que exploran la eficacia del gen wtp53 al ser transducido en pacientes
con cancer avanzado. Actualmente estan en curso multiples ensayos clinicos
que utilizan la administracién intratumoral de Ad5CMV-wtp53 sélo y en
combinacion con radioterapia y multiples farmacos citostaticos en pacientes con
cancer de casi todos los tipos. De acuerdo a la base de datos del NIH (National
Institutes of Health) hay 29 ensayos clinicos en curso empleando el gen wtp53
para la terapia de diversos tipos de cancer, incluyendo cancer de prostata, la
mayoria de ellos en fase | de los ensayos y el resto en fase Il y Ill) 32. Todos los
ensayos clinicos han demostrado la seguridad, viabilidad clinica y la ausencia de
efectos adversos. En general, los resultados de los ensayos clinicos en humanos

empleando wtp53 son prometedores.

Otra proteina importante para controlar la proliferacion celular en células
tumorales es p21. En un estudio comparativo entre la administracion de wtp53 y
p21 realizado en ratones con tumores de prostata singénicos implantados por
via subcutanea se demostro que la tasa de crecimiento y volumen final del tumor
se reduce a un grado mayor en los ratones que han recibido inyeccién
intratumoral de Ad5CMV-p21 en comparacién con Ad5CMV-p53. Ademas, la
supervivencia de animales portadores de tumores que eran tratados con

Ad5CMV-p21 fue significativamente mayor (Tabla 4) 33. Estos datos indican que



p21 también podria ser un gen terapéutico interesante para realizar ensayos

clinicos de terapia génica.

Terapia génica suicida

La terapia génica suicida esta basada en la introduccidon de un gen viral o
bacteriano que permite la conversion de un producto no téxico en uno letal para
la célula tumoral (Fig. 6). También se lo conoce como “tratamiento gen de la
enzima-profarmaco”. Muchos tipos de sistemas suicidas han sido estudiados,
entre ellos el gen tymidin kinasa del herpes simplex virus (HSV-TK) con el
profarmaco ganciclovir (GSV) y el gen de la citocina deaminasa (CD) de E. colli
que convierte un agente anti-fungico 5 — fluorocitocina (5-FC) en 5 — fluoracilo

(5-FU) que es toxico para las células tumorales 34.

Gen Suicida

—Z N Produccién de toxinas

(muerte celular)

Transfeccién/transduccién ‘ ‘ ‘ .

del gen suicida Administracion

del pro farmaco

Expresién de
la enzima

Figura 6- Induccion al tumor de un gen viral o bacteriano (gen suicida que codifica para
un enzima) y administracién de un producto no téxico (pro-farmaco) para que sea
transformado por el enzima en un compuesto tdxico (toxina) que inducird la muerte de

la célula tumoral.




El sistema HSV-TK/GSV es uno de los mas prometedores. La expresion
del gen HSV-tk conduce a la produccién de tymidin kinasa viral que metaboliza
ganciclovir en ganciclovir monofostato; a continuacion quinasas celulares
pueden convertir este ultimo en trifosfato de ganciclovir el cual es analogo del
trifosfato de desoxiguanosina, lo cual hace que introducido en el ADN de la célula
tumoral (durante la replicacion del ADN) produzca terminacién de la cadena y

por lo tanto muerte de la célula tumoral 34,

La regresion del tumor se produce incluso cuando un pequefo porcentaje
de células tumorales son infectadas con el gen HSV-tk. Se han explicado varias
hipotesis para explicar la muerte de las células vecinas y distantes de las células
tumorales transducidas. Es lo que se conoce como el “efecto bystander” 3. La
terapia génica suicida se asocia con dos efectos bystander distintos, uno local y
otro distante (Fig. 7). En el efecto local solo un pequefio porcentaje de células
tumorales expresan el gen suicida aun asi se logra la disminucidén de un gran
numero de células tumorales. Esto se logra mediante difusion pasiva de la droga
o de los metabolitos toxicos generados por las células que expresan el gen
suicida hacia células que no lo expresan, el paso del farmaco a través de las
uniones gap o la endocitocis de vesiculas apoptoticas por las células
tumorales®4. El efecto distante consiste en la regresidon del tamafio en tumores
distantes a células transfectadas con genes suicidas, asociado a la estimulacion
del sistema inmune y la liberacién de factores solubles como son los metabolitos

de ganciclovir fosforilado como mecanismos efectores de dicho efecto. (Fig. 7)
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Figura 7- Hipotesis de muerte en células lindantes a las transfectadas/transducidas mediado
por efecto bystander. Rosado: célula tumoral que expresa el gen suicida. Azul: células
tumorales no transducidas. Naranja: células tumorales no transducidas afectadas por el
farmaco téxico. Verde: cuerpos apoptoéticos, Amarillo: Factor soluble (metabolitos de
ganciclovir fosforilado). (1) Difusidn pasiva del 5-FU (5-fluorouracilo) de células que expresan
gen suicida hacia las células vecinas que no lo expresan. (2) Difusion del GCV (ganciclovir) a
través de las uniones gap. (3) Endocitosis de los cuerpos apoptoticos. (4) Liberacién del factor
soluble. (5) Estimulacién del sistema inmune (Linfocitos T y Natural Killer). (1), (2), (3) Efecto
bystander local, (4) (5) Efecto bystander a distancia

En el sistema CD/5 FC (fluorocitina) se ha visto que la enzima CD-
encontrada en varias bacterias y hongos pero no en células de mamifero-
cataliza la deaminacion hidroelectrolitica de citocina en uracilo. Este sistema
puede convertir el pro farmaco no toxico 5-FC en 5-FU que es transformada por
enzimas celulares en potentes antimetabolitos (5-FAUMP, 5-FAUTP, 5-FUTP). El
5-FUTP puede incorporarse al ARN en el lugar de UTP lo cual da como resultado
la inhibicién del procesamiento del ARNm. El 5-FAUMP inhibe irreversiblemente
la timidilato sintasa (TS) que cataliza la reaccion de sintesis del timidilato (dTMP)

la cual es un paso fundamental en la formacion de desoxitimidina 5'-trifosfato



(dTTP), un metabolito necesario para la correcta sintesis y reparacion del ADN.
Esto trae como consecuencia la inhibicion de la sintesis del ADN de la célula

tumoral mediante la formacion de un complejo covalente.(Fig.8)

ARMN no
funcionante.

FUMP — FUDP — FUTP — [F-RNA —»

FAUDP  inhibicion de 1a timidilato
o sintasa, a travésde un
FUrd UPRT complejo covalente.

FdUrd FAUMP N Inhibiciéon de la

sintesis de ADN
5,10-CH,-THF
SF( i 5.FU

| DPD‘ FUH, ot e - B-Alanina

Degradacion de 5-FU

-— Membrana
Celular
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Figura 8- El metabolismo del 5-FU y el mecanismo de modulaciéon de CD y UPRT. Las
flechas continuas, las punteadas y en negrita indican la via de activacidn, la via de
inactivacién, y pasos enzimaticos de CD y UPRT respectivamente. Las células de
mamiferos no pueden convertir 5-FC en 5-FU y no puede convertir directamente 5-FU
a FdUMP debido a la falta de CD vy UPRT, respectivamente. UPRT:
uracilfosforibosiltransferasa, FURD, 5-fluorouridina; FUDP, difosfato de 5-
fluorouridina; FdUDP, difosfato de  5-fluorodesoxiuridina; FdUrd, 5-
fluorodesoxiuridina. Modificado de Fumikazu Koyama et al, 2000 *°.

Una de las principales ventajas de este sistema sobre HSV-TK/GSV es
que posee un fuerte efecto bystander local que no requiere contacto célula-célula

entrando a las mismas por difusién pasiva 3.

Sin embargo, el gen que mayoritariamente se utiliza en la terapia génica
suicida para el cancer de prostata es el HSV-tk (el cual se aplica directamente
en el tumor a través de una inyeccion) asi como el pro farmaco ganciclovir por
via intraperitoneal. Dado que el ganciclovir no es toxico, no genera dafos a nivel
sistémico. Generalmente se utiliza un adenovirus como vector, pero existen
estudios que utilizan plasmidos (secuencias de ADN circular bacteriano extra-

cromosomicos). La ventaja de estos ultimos es que activan menos el sistema



inmune y van dirigidos mas especificamente hacia el érgano blanco. La principal
limitacidn in vivo es la baja eficiencia de la transfeccion. El plasmido esta unido
a un ligando de folato y como las células tumorales poseen receptores de folato

(FR) utilizan este para su entrada a las mismas 6.

Algunos estudios han combinado la utilizacién de dos genes suicidas CD
y HSV-tk asociado a sus respectivos pro-farmacos. Esta estrategia ayuda a la
sensibilizacién de las células tumorales frente a la radioterapia. Esos efectos
combinados (conocido como doble terapia génica suicida) resultan en la
destruccion definitiva de las células tumorales, que, cuando se combinan con la
seflal de peligro generada por un vector adenoviral, pueden provocar el
procesamiento de antigenos tumorales generando una eficiente inmunidad

antitumoral (Tabla 5) 7.

Un ensayo preclinico demostré que el cancer de prostata es buen
candidato para la utilizacion del gen HSV-tk. Para esto usaron diferentes tipos de
vectores virales (adenovirus, lentivirus, virus espumoso de simios, SFV y Sinbis
virus) trasportando el gen HSV-tk y administrando GCV. Para comparar la
eficacia de estos vectores se observo el efecto bystander que generaban en las
células tumorales DU-145, PC-3, LNcaP y se concluyo que los vectores mas

eficaces eran los adenovirus (Tabla 5) 38.

Varios ensayos clinicos con genes suicidas en fase | y Il, han demostrado
la reduccion de las masas tumorales generando pocos efectos adversos. Una de
las formas de comprobar la eficiencia de los estudios es que han mostrado una
reduccion objetivable de los niveles de PSA lo cual hacen de la terapia génica
una opcion considerable. 37 3° 40 Nasu y colaboradores llevaron a cabo un
ensayo clinico en fase | dirigido a pacientes con recidiva local en cancer de
prostata después de la terapia hormonal. Dicho estudio se realizé en 8 pacientes
a los cuales se les administro HSV-tk mediado por adenovirus, seguido de GCV.
En 5 pacientes se observé un descenso del PSA lo que confirma la posibilidad

de respuesta clinica a nivel de un marcador indirecto (Tabla 5) 3.



Otro estudio clinico reciente, en fase Il, ha estudiado la radioterapia en
combinacion con la terapia génica suicida. En este estudio se utilizé como vector
el adenovirus oncolitico Ad5-yCD/mutTKSR39rep-ADP°, conteniendo dos
genes fusionados: yCD (citosina deaminasa de levadura) y mutTKSR39 (herpes
simplex virus tymidin kinasa mutante SR39%' ; dicha tk presenta cinco
sustituciones de aminoacidos en el sitio de unién a nucledsidos #2.Los productos
enzimaticos del gen fusionado son cataliticamente mas activos y generan
mejores efectos terapéuticos asi como un mayor aumento de la sensibilidad de
la célula a la radioterapia #'. Ademas el adenovirus expresa grandes niveles del
gen de la proteina de muerte del adenovirus ADP, (rep-ADP) el cual se encuentra
codificado en la region E3 del Ad serotipo 2 %3, lo que aumenta la actividad
oncolitica del adenovirus. En dicho estudio se tomaron 44 pacientes con cancer
de prostata en estadio T1/T2, Gleason 5/6 o concentraciones de PSA de hasta
20 ng/ml. Estos fueron divididos aleatoriamente en 3 grupos. El primer grupo
recibio unicamente radioterapia, el segundo la inyeccion intratumoral de Ad5-
yCD/mutTKSR39rep-ADP vy el tercero radioterapia y Ad5-yCD/mutTKSR39-rep-
ADP. Como resultado se observd que la terapia combinada muestra una
disminucion de biopsias positivas (presencia de células neoplasicas malignas) a
los 2 afos, sin exacerbar los efectos secundarios observados con el tratamiento

radioterapico solo ni deteriorar la calidad de vida de los pacientes 0.

En cuanto a la terapia génica suicida podemos concluir que se ha
demostrado su eficacia y seguridad en ensayos clinicos en fase | y Il lo cual la

hace una estrategia apropiada para el tratamiento del cancer a futuro.

Inmunoterapia génica

Utilizando la terapia génica como base, en este caso el objetivo es
estimular el sistema inmune con la finalidad de que éste sea el que elimine las
células tumorales o utilizarla como adyuvante para que éstas puedan ser

destruidas con radioterapia, hormonoterapia o afectando su aporte sanguineo 4.



En este tipo de terapia no se elimina a la célula tumoral directamente por el
producto del gen, sino por células del propio sistema inmune que son activadas
por el producto del gen terapéutico como pueden ser citoquinas pro inflamatorias
como IL-2, IL-12, GM-CSF o antigenos tumorales como PSA que se transfieren

mediante vectores a células tumorales o células del sistema inmune 44.

El mecanismo basico para desarrollar una respuesta antitumoral es a
través de la activacion de los linfocitos T CD8+ citotoxicos especificos que son
capaces de reconocer antigenos tumorales y destruir las células que los
expresan %°. Las estrategias de terapia génica mayormente empleadas para

lograr esta respuesta antitumoral son:

1. Inyeccion intratumoral de vectores conteniendo genes de citoquinas.

2. Inyeccion intratumoral de vectores conteniendo genes que codifican
moléculas co-estimuladoras 46.

3. Administracion de células dendriticas modificadas ex vivo para que

expresen antigenos tumorales especificos.

1- La administracién de genes codificadores de citoquinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-7,
IL-8 e IL-12) 0 el GM-CSF estimulan una respuesta tumoral que es independiente
del complejo de histocompatibilidad tipo |, ya que utiliza el complejo de
histocompatibilidad tipo Il por medio de las células asesinas naturales (NK) que
producen la destruccidon de las células tumorales 4’. Ademas al destruirse la
células se liberan antigenos tumorales que son reconocidos por el sistema
inmune e inducen la secrecién local de citoquinas lo cual estimula la accion de
linfocitos T CD8+ que incrementan su numero, se activan y destruyen las células

que expresan dichos antigenos 48,

2- La inyeccion intratumoral de vectores conteniendo genes que codifican
moléculas co-estimuladoras como lo es la B7 (proteina de membrana presente

en las células presentadoras de antigenos), potencia el efecto anti-tumoral



activando con mayor eficacia las células efectoras del sistema inmune frente al

tumor 4°.

3 - Aplicacion de vacunas con células dendriticas, basado en la transferencia ex
vivo de ADN o ARN de antigenos tumorales a células dendriticas del propio
paciente, las cuales expresaran estos antigenos especificos del tumor, luego van
a ser inyectadas nuevamente al organismo con el objetivo de presentar dichos
antigenos a células efectoras del sistema inmune y asi lograr una respuesta anti-

tumoral mas especifica y mas eficaz °.

Cuando se compararon los resultados producidos por la administracién de
genes de IL-2, GM-CSF o interferon gamma (IFN-y) en ratones a los que se les
habian implantado células tumorales de préstata por via subcutanea se observo
que la IL-2 provocaba la curacion de los animales, mientras que GM-CSF mostro
ser menos efectivo 4°. Similares resultados se han observado en modelos de
cancer de prostata en ratones a los que se les inyectaron vectores con IL-12, con

disminucién del nimero de metastasis pulmonares 4.

Se han realizado algunos estudios preclinicos comparando los resultados
obtenidos mediante la aplicacion de IL-12 sola o asociada a moléculas co-
estimuladoras °'. La asociacion de IL-12 y la molécula co-estimuladora B7
produjo una reduccion significativa del tamano tumoral y un incremento de la
sobrevida en los ratones comparado con los controles y con los animales a los

que se les habia inyectado solamente IL-12 °.

En un estudio en fase | con 24 pacientes con cancer de prostata
localmente avanzado se administraron dos inyecciones intraprostatica en serie
del gen de IL-2 (Leuvectin®) utilizando liposomas como vector 52. Los pacientes
se dividieron en dos grupos; uno de ellos incluyendo a los pacientes candidatos
a prostatectomia radical y el otro a aquellos en los cuales habia fracasado un
tratamiento previo 53. La terapia génica con IL-2 fue bien tolerada; los efectos

adversos mas frecuentes fueron hematuria leve, hemorragia rectal transitoria y



molestias perineales probablemente atribuidas a la propia inyeccion. Luego del
tratamiento se evidencid la activacion inmune sistémica, dado el aumento en la
intensidad de la infiltracidén de células T (visto en el analisis inmunohistoquimico
de muestras de tejido obtenidas de los sitios tumorales inyectados y el aumento
de linfocitos en sangre periférica después del tratamiento). Se observd una
disminuciéon del PSA en 16 de 24 pacientes, los cuales en su mayoria

pertenecian al grupo en los cuales habia fallado un tratamiento previo %2

Las células dendriticas (CD) son las células presentadoras de antigenos
mas potentes capaces de activar a las células-T. Las CD cargadas con antigenos
tumorales mediante técnica ex vivo, son capaces de generar una potente
respuesta inmunoldgica antitumoral en ratones. La transferencia de ARNmM
codificantes de antigenos tumorales especificos, es un buen método para cargar
antigenos en CD. La transfeccion de células dendriticas con este ARNm es
simple, reproducible y efectiva. Estudios preclinicos demostraron que CD
generadas de células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
cancer de pristata y pacientes sanos, transfectadas con ARNm de PSA, fueron

capaces de estimular la respuesta de células-T PSA especificas *°.

En base a estudios se llevd a cabo un ensayo clinico fase I, donde se
tomaron 16 pacientes con cancer de pristata metastasico refractario a terapia
hormonal. Estos fueron vacunados con dosis escaladas de CD transfectadas con
ARNmM de PSA en intervalos bi-semanales. Dicha vacuna fue bien tolerada. No
se observaron efectos adversos graves, y se demostr6 una disminucion
transitoria del nimero de células tumorales circulantes, y descenso pequefio,

pero estadisticamente significativo del PSA %°,

En un estudio en fase I/ll en 19 pacientes con cancer de préostata se
aplicaron inyecciones intradérmicas con células dendriticas transfectadas (DC-
vacunas) con ARNm de tumores autélogos. Se evidencié una respuesta
especifica de células T en 12 de los 19 pacientes y no se observaron efectos

adversos graves. Trece pacientes con cancer de prostata desarrollaron una



disminucién del PSA, el descenso del PSA se relacioné significativamente con la
respuesta de las células T (P = 0,002). (Tabla 6) 4.

Si bien esta modalidad de inmunoterapia génica parece prometedora,
existen limitaciones tales como transducir un numero alto de células del tumor.
En relacién al tratamiento ex vivo con células dendriticas se concluye que la

vacuna-DC es factible y segura, y que las respuestas de células T son
provocadas en aproximadamente 50% de los pacientes.



Oncosupresores Via de Terapia combinada | Modelo Animal/Ensayo Respuesta antitumoral

administracion Clinico

p53 s.C Ratones singénicos N.D J N.D ™

p21 s.C Ratones singénicos N.D ) N.D ™

p53 i.t Radioterapia Ratones (Xenoinjertos N _ N.D N.D
LNCaP)

Tabla 4: Sustitucion de oncosupresores. Ad5: Adenovirus serotipo 5, CMV: Citomegalovirus, p53: gen supresor tumoral, p21: gen supresor tumoral
regulado por p53.

Genes Suicidas m Via de Terapia combinada | Modelo Animal/ensayo Respuesta antitumoral

HSV-tk Tk it GSV DU-145, PC-3, l ND ND ND
LNcaP(cultivos celulares) in
vitro
Tk it GSVy CD Ensayo clinico fase | NE !l ND ND
Tk it CD /5-FC Ensayo clinico fase | J l ND ND
Tk i.t Radioterapia Ensayo clinico fase I J N/ N.D N.D

Tabla 5: Terapia génica suicida. HSV-1: Herpes simplex virus tipo 1, tk: Gen de Timidin-Kinasa, GSV: Ganciclovir, CD: Citosin-Deaminasa.

Interleucinas Via de Terapia combinada | Modelo Animal/ensayo Respuesta antitumoral
(vectores) administracion Clinico
IL-12/B7 v No Ensayo preclinico (ratones) & — ND -
IL-12 i.v No Ensayo preclinico (ratones) J 4 ND 1P
IL-2 it Radiotearpia Ensayo clinico fase | J l ND ND
ARNmM i.d Ensayo Clinico Fase I/II R ND ND ND

PSA ex vivo Ensayo clinico Fase | N N.D N.D N.D

Tabla 6: Terapia génica combinada con inmuno terapia. IL-2: Interleucina-2, IL-12: Interleucina-12, B7: Molécula Co-estimuladora presente en CPA. Ad:
adenovirus; p: promotor; HVS-1: herpes virus simple tipo 1; i.t: intratumoral; i.v: intravenoso; T.tm: Tamafio tumoral; r/i Mt: reduccion inhibicién de las
metastasis; Sv: sobrevida; N.D: No determinado; Flecha ascendente: Incremento; Flecha descendente: Descenso.



Conclusioén

La falta de terapias curativas para el cancer de prostata avanzado asi
como el desarrollo de resistencia al tratamiento en una gran cantidad de casos,
necesita del desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. La terapia génica es
una modalidad novedosa y muy prometedora para el tratamiento del cancer de
prostata basada en la administracion intratumoral de vectores con genes
terapéuticos, ya que no es una glandula esencial y es de facil acceso. Todas las
estrategias testeadas han puesto de manifiesto resultados favorables en
estudios preclinicos en cuanto a seguridad y eficacia. Sin embargo, la gran
mayoria de los ensayos clinicos se encuentran en fase |, los cuales si bien han
demostrado seguridad, dada la escasa o nula aparicidon de efectos secundarios
graves, no son suficientes para indicar la eficacia de dicha terapia. Considerando
los resultados obtenidos en los ensayos de las distintas estrategias, se destaca
una disminucién del PSA sérico en todas ellas. La reduccién del tamafio tumoral
fue evidente unicamente en los ensayos clinicos destinados a evaluar la terapia
génica suicida y en combinaciéon con inmunoterapia. Aunque multiples genes
estan implicados en el desarrollo del cancer y la progresion a la malignidad,
modelos preclinicos y estudios clinicos han demostrado que la administracién de
un solo gen, como wtp53, puede arrestar el crecimiento de las células tumorales,
inducir la apoptosis y la regresion del tumor en estadios avanzados. En ese
sentido hay varios ensayos clinicos en marcha en base a complementacion de
oncosupresores como wtp53, si bien los resultados aun no son concluyentes.
Los virus oncoliticos han demostrado un efecto antitumoral significativo y los
protocolos se pueden optimizar para ofrecer varias de estas terapias
simultdneamente. Futuros estudios podran servir de base para progresar hacia
ensayos clinicos en fases mas avanzadas que demuestren un mayor nivel de

evidencia que permitan su aplicacion como terapia en el cancer de prostata.
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