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RESUMEN

La terapia de remplazo enzimatico (TRE), consiste en suministrarle a un paciente una proteina exdgena,
que en su organismo esta siendo sintetizada anormalmente. La proteina puede provenir de tejidos y
fluidos humanos, ser sintetizada en bacterias, células de mamifero o levaduras, a las cuales se les ha
introducido el gen correspondiente. Actualmente son tratadas con TRE las enfermedades de Gaucher,
Fabry y la inmunodeficiencia humana combinada. Ademas existen avanzados estudios en las enfermeda-
des de Hurler, Hunter, Pompe, Niemann-Pick tipo B, Morquio A, angioderma hereditario y pénfigo
vulgar. Una de las limitantes de la TRE ha sido sus altos costos, debido al relativamente pequefio nimero
de pacientes que se tratan a nivel mundial y a que el sistema usado hasta ahora, es decir, la expresion en
células de mamifero, requiere procedimientos muy costosos. La expresion en bacterias o levaduras seria
mucho mas barato, pero las primeras no expresan proteinas glicosiladas que constituyen el 91% del total
de proteinas y la mayoria de las levaduras tienen sistemas de glicosilacién, distintos a los de mamiferos.
Sin embargopPichia pastorisy Hansenula polymorph@arecen producir proteinas muy similares a las
humanas, con lo cual se evitan los problemas de rechazo por parte del organismo humano. En el Instituto
de Errores Innatos del Metabolismo (IEIM) de la Pontificia Universidad Javeriana se adelantan estudios
conducentes a la implementacion de un sistema de expresion de proteinas recombinantes en levaduras
para uso clinico en enfermedades lisosomales como los sindromes de Hunter y Morquio A. Este modelo,
si funciona a cabalidad, podria emplearse para la mayoria de las enfermedades lisosomales (42 en total)
y para otros errores innatos del metabolismo.

Palabras clave: Hunter, Morquio A, expresién de proteingéchia pastoris,. proteinas recombinantes,
terapia de remplazo enzimatico.

ABSTRACT

The aim of enzyme reemplacement therapy (ERT), is to provide a foreign protein to a patient who is
producing it abnormally. The protein to be used may be purified from human fluids or tissues and from
bacteria, yeast or mammalian cells in which the corresponding human gene has been introduced. Up to
now three diseases are currently being treated worldwide with ERT, Gaucher, Fabry and the combined
severe human immunodeficiency. Advanced studies are in progress for the following diseases Hurler,
Hunter, Pompe, Niemann-Pick B type, Morquio A, hereditary angiodermaemfijo vulgar.One of the
problems of using ERT is the its high costs, due to both the low number of patients affected world-wide
and the very expensive procedures required to obtain protein expression in mammalian cells. To overcome
these problems there are two possible alternatives: expression in bacteria or in yeast, however bacteria do
not glycosylate proteins and most of inborn errors of metabolism are caused by deficiency in glycosilated
proteins (GP). Yeast glycosilate proteins, but they have different pattern of glycosylation from mammalian
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cells. These differences lead aotigenicity problems and wrong orientation to target tissues. However,
Pichia pastorisand Hansenula polymorph@&eem to produce recombinant proteins very similar to the
human ones. Therefore, it is expected that the problems of rejection by the human organism may be
overcome. The Instituto de Errores Innatos del Metabolismo (IEIM) is successfully advancing in the
implementation of expression for recombinant glycosilated proteins of clinical use in two lysosomal
diseases: Hunter and Morquio A syndromes. Piehia pastorisexpression system, if viable in these two
diseases, may be used for the majority of the lysosomal disorders (42 altogether) and for others Inborn
Errors of metabolism due to deficiency in GP. Glycosilated proteins amount to about 91% of the known
proteins.

Key words: Hunter, Morquio A, enzyme reemplacement therapy, expression of protein, pichia pastoris,
recombinant proteins.

INTRODUCCION pecie. Mientras mas diferencias puedan pre-
sentarse entre la proteina animal y la hu-
Como es ampliamente conocido la diabe-pgng, mayor sera la posibilidad de que el
tes, es una enfermedad en la cual se prodysyerpo humano reaccione contra ella. Hay
ce un desorden en el metabolismo de lgng region de la proteina que es la que mas
glucosa que conduce, entre otras manifesyeconoce el sistema inmune, es la respon-
taciones, a dafios en el rifion y en vasoggple de la antigenicidad y un cambio de
sanguineos como los de pequefio diametrgno o mas aminoacidos en esa zona, deter-
del ojo que eventualmente comprometenming que el organismo reaccione mas o
la retina. Los defectos en los vasos tambi€nnenos intensamente. En términos genera-
conducen a mala circulacion y con esto,jes mientras mayores diferencias existan en
problemas en la curacion de las heridasg| contenido de aminoacidos de las protei-
especialmente en los pies, produciendo loy35 humana y la animal que queremos usar
que se conoce con el nombre de pie diabépara el tratamiento de los diabéticos, mas
tico, cegueras, Ulceras cronicas, coma diaty rechazara el organismo. Este desata una
bético y muerte si no se trata oportunamenterespyesta, mediante la produccion de
En 1921 Banting y Bates encontraron queapticuerpos, que hace que la insulina ani-
esos defectos eran debidos a la falta deng| pierda su efectividad como medicamen-
insulina, una proteina que se sintetiza en ejq y en ocasiones origine reacciones de

pancreas y comenzaron a tratar a los perfogechazo que pueden ser muy severas para
diabéticos con extractos de pancreas deg| paciente.

mostrando que la falta de insulina era la

responsable de las alteraciones metabdlicag g corregir ese problema, se cambié la
. ] fuente de la insulina y en los pacientes que
A partir de estos experimentos se pensd efeaccionaban contra la insulina bovina fue
la posibilidad de tratar a los pacientes conysada la de cerdo. Esta Gltima solo difiere
diabetes empleando insulina animal. Conge |3 humana en uno de los 51 amino&cidos
el uso de la insulina bovina fue posibley el organismo humano la tolera bastante
evitar la muerte prematura de muchas peryjen por su alto grado de similitud con la
sonas. Sin embargo, el organismo humangye |e es propia. Al cambiar el aminoacido
distingue lo que le es propio y mediante sugiferente en la insulina de cerdo, se logré
sistema inmunoldgico rechaza aquello queynga insulina “idéntica” a la humana en
le es extrafo. La insulina estd compuestaganto a la composicién de los

por 5,1 aminoacidos y, al igual que otrasaminoacidos.
proteinas, es diferente entre una y otra es-
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La sintesis de las proteinas esta codificad@éptidos, como es el caso de las levaduras,
en los genes y éstos tienen los mismos compermitird expresar glicocoproteinas
ponentes en todos los seres vivos, desdeecombinantes para ser empleadas, igual
los virus hasta el hombre. A pesar de estague en la diabetes, en tratamientos de tera-
compuestos por los mismos elementos, epia de remplazo enzimatico (TRE) de en-
gen de la insulina de un animal como elfermedades hasta ahora incurables.

perro, es distinto del humano y los virus y

bacterias no sintetizan esta hormona. SirEn el presente articulo se discuten algunos
embargo, la maquinaria para la sintesis deaspectos histéricos de la TRE, su empleo
las proteinas es la misma, asi que se pensictual y la potencialidad de su uso para
gue si se insertaba el gen de la insulinaerapéutica en enfermedades genéticas en
humana en una bacteria, ésta podria sinte€olombia.

tizar insulina idéntica a la del hombre. En
la decagla ple los seterjta S€ pusieron a IC)unferapia de remplazo enzimatico
to las técnicas para aislar los genes, inser- N

tarlos en el genoma de otras células y Iogray terapia genica

que expresaran las proteinas de interés. Dgn |a actualidad se conocen mas de 4000
esta manera se logré que una bacteria, lanfermedades genéticas, dentro de las cua-
Escherichia coli que usualmente no pro- |es se encuentran los errores innatos del
duce insulina, la sintetizara al insertarle elmetabolismo (Beaudet A.kt al, 2001). De
gen humano correspondiente. Esta hormogstas, muchas son incapacitantes o fatales
na tiene buena actividad y no produce rey |3 mayoria de ellas no tienen tratamiento
acciones adversas. En el afio 1982 la oficindaarmacolégico convencional. Dado que son
de Drogas y alimentos de los Estados Unipatologias incurables, su manejo clinico,
dos (FDA) dio la licencia para empleo en tradicionalmente, se ha dirigido a corregir
humanos y su uso se extendi6 por todo eb prevenir algunas de las manifestaciones
mundo. De hecho, la mayoria de la insulinac|inicas mediante dietas, como en el caso
que se usa en el tratamiento de la diabetege acidemias organicas y los desérdenes
es sintetizada en esa bacteria. Usando esige aminoacidos (Lipkin P.Het al., 1998;
metodologia se han producido interferonpasthaw M.L.et al., 2001), mientras que

a, vacuna antihepatitis B, interferan2b,  en las mucopolisacaridosis, se han emplea-
activador tisular del plasmin6geno, vacu-do procedimientos paliativos como el tras-
na anti-influenza, eritropoyetina, interferon pjante de cérnea, el uso de audifonos o la
a-n3, interferony-1b, factor estimulante de terapia ortopédica (Rummelt ¥t al, 1992;
colonias de granulocitos, factor estimulan-pronicka E.et al, 1988). El tratamiento

te de colonias de granulocitos y macrofagosideal en estos casos debe ser aquel que pue-
interleukina-Z, factor VIII de la Coagulacién da imp|ementarse en etapas muy tempra_
sanguinea para uso en hemofilia, DNAsanas de la vida y con esto, prevenir la

que se emplea en la fibrosis quistica,aparicién de esas sintomatologias y las se-
interferon3 para la esclerosis mdiltiple. Sin cyelas a largo plazo.

embargo las proteinas son diferentes y no

todas pueden ser expresadas en bacteriasos grandes hallazgos biotecnoldgicos, a
De hecho, es posible que s6lo menos departir de los afios ochenta, tales como la
diez por ciento de las proteinas de interéglonacién del ADN, la sintesis de
terapéutico puedan sintetizarse en esos ormligonucledtidos, aislamiento y empleo de
ganismos. El empleo de la tecnologia delenzimas que cortan o pegan fragmentos de
ADN recombinante usando células de or-ADN vy la ingenieria genética de plasmidos
ganismos con capacidad de glicosilarbacterianos, revolucionaron la investiga-
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cién en biomedicina y proporcionaron la dad de Gaucher tipo | (Brady R.O. and.
base experimental para iniciar el desarro-Barton N.W., 1974) en la cual se utiliza la
llo de terapéuticas no convencionales. Ac-B-glucocerebrosidasa y mas recientemente
tualmente se adelantan protocolos parda enfermedad de Fabry con el uso terapéu-
remplazar o suplementar los genes defectico de laa-galactosidasa A (Brady R.O.
tuosos por medio de la terapia génica o proand Schiffman R., 2000). El éxito de estas
veer enzimas funcionales a los tejidos endos formas de terapia de remplazo
los cuales estan ausentes o son deficientegnzimaético, especialmente en la enferme-
mediante la TRE. dad de Gaucher tipo I, donde el tratamien-

to no sélo ha logrado detener la enfermedad
Los primeros protocolos clinicos de tera-sino revertir la mayoria de los sintomas
pia génica de células soméaticas apareciepreexistentes, ha dado un gran impulso al
ron en la década de los noventa. A partir dedesarrollo de las técnicas de expresion de
entonces, mas de 4.000 pacientes llevan eproteinas recombinantes y su caracteriza-
sus cuerpos células modificadas median-<ion bioquimica, para su potencial uso en
te ingenieria genética (Templeton N.S.terapia de remplazo enzimético, con lo cual
and Lasic D.D., 2000; Wiley.co.uk/ se ha abierto una ventana de esperanza para
genetherapy). Aunque la terapia génica seel tratamiento de enfermedades genéticas.
presenta como la solucién esperada por larOtras enfermedades metabdlicas con avan-
go tiempo para el tratamiento de un granzados estudios para TRE son la MPS |, la
numero de enfermedades intratables, loenfermedad de Pompe, la enfermedad de
resultados en algunos de los pacientes soNiemann-Pick tipo B, deficientes en las
metidos a este procedimiento, han demosenzimas lisosémicas-L-iduronidasa,
trado que aun no se han logrado los nivelesi-glucosidasa y la esfingomielinasa
Optimos de transferencia y expresion de lofGenzyme Co., 1999). Igualmente se reali-
genes exdgenos (Scollary R., 2001; Zoltickzan estudios en las patologias del
P.W. and Wilson J.M., 2001). Esto ha obli- angioderma hereditario en donde existe
gado a que su empleo se haya restringidogdeficiencia del inhibidor de la Cl-esterasa
mientras se desarrollan sistemas mas efiy del pénfigo vulgar en donde existe una
cientes de transferencia de los genes terarespuesta autoinmune a la desmogleina-3
péuticos y se profundice en el conocimiento(Genzyme Co., 2001).
sobre los mecanismos de expresion y regu-
lacion genética de esos genes exdgenos en
las células transfectadas. Historia de la terapia

de remplazo enzimatico
En la actualidad la TRE se considera como
la alternativa mas viable a corto plazo paraLos estudios tendientes al desarrollo de
el tratamiento de las enfermedades de oriprotocolos de TRE se iniciaron a mediados
gen genético y existe un nimero conside-de los afios sesenta e inicios de los setenta
rable de enfermedades para las cuales s@rady R.Oet al 1965; Brady R.Oet al.,
esta intentando desarrollar este tipo de te1973; Brady R.O. and Barton N.WL974;
rapia. Entre las enfermedades genéticas tralonson W.Get al, 1973) y demostraron
tadas con terapia de remplazo enziméticogue la terapia de remplazo enzimatico,
podemos citar la inmunodeficiencia com- como alternativa terapéutica era factible,
binada (SCID) para la cual se emplea lasiempre y cuando, se pudieran obtener can-
adenosina deaminasa (ADA) de bovino entidades suficientes de la enzima humana
el tratamiento de la forma severa (Hilmanestable, no antigénica, con alta actividad
B.C. and Sorensen R.U.,1994), la enferme-especifica y con la sefial biolégica que le
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permitiera llegar a las células y comparti- tan severo que a veces llevan al paciente al
mientos subcelulares del paciente. suicidio, lesiones cutaneas conocidas como
angioqueratomas, poca sudoracion y en la
En estudios clinicos preliminares, usandomayoria de los pacientes dafios oculares
enzimas purificadas de tejidos o fluidos especialmente en la cornea. Algunos pre-
humanos, se trabaj6é con tres enzimas: Isentan manifestaciones psiquiatricas como
hexosaminidasa A (Jonson W.@t al, depresion y tendencias suicidas. Los sinto-
1973), laa-galactosidasa A (Brady R.Cet  mas tardios de la enfermedad son proble-
al 1973) y laB-glucocerebrosidasa (Brady mas cardiacos y renales que pueden llevar
R.O. et al., 1966; Brady R.O. and Barton a didlisis cronica o trasplante. Dos pacientes
N.W., 1974), cuyas deficiencias son respon-con enfermedad de Fabry recibieron aplica-
sables de las enfermedades de Tay-Sachsjon intravenosa de la-galactosidasa A,
Fabry y Gaucher, respectivamente. obtenida a partir de placenta humana, lo que
condujo a una reduccién en sangre de la
La enfermedad de Tay-Sachs es una patoceramidatrihexésido, lipido acumulado en
logia neurodegenerativa producida por unaesta patologia, (Brady R.@t al., 1973).
deficiencia en la enzima hexosaminidasa
A, que origina la acumulacion del La enfermedad de Gaucher es un defecto en
gangliésido GM2. Existen tres tipos: in- el metabolismo de los gangliésidos, en el
fantil, juvenil y adulto. Los pacientes pre- cual no se descompone el glucocerebrésido
sentan debilidad progresiva, hipotonia,en sus dos componentes glucosa y cerebrosido.
pobre control de la cabeza, pérdida de leEl glucocerebrésido se acumula en los
atencion y entre los diez a doce meses piermacréfagos que son células sanguineas que
den ciertos patrones de desarrollo adquiri-migran a 6rganos como el higado, el bazo,
dos. La muerte ocurre generalmente ante®l rifidn y en algunos pacientes a las célu-
de los cinco afios. La forma adulta estalas nerviosas. El defecto en el gen de la
acompafiada de ataxia y demencia progreglucocerebrosidasa y su consiguiente defi-
siva, pérdida del habla y convulsiones. Lasciencia en la enzima es la responsable de la
formas tardias son heterogéneas coracumulacién de la sustancia especialmen-
sintomatologia variable entre los miembroste en higado, bazo, hueso y pulmén. Dado
de una misma familia. que la médula 6sea es la responsable de la
produccion de células sanguineas, gran
La hexosaminidasa A, aislada de orina hu-parte de los sintomas estan asociados con
mana, se inyectd en un paciente con la enbaja produccién de células sanguineas: glo-
fermedad de Tay-Sachs y aunque la enzimdulos blancos, glébulos rojos y plaquetas.
no llegd hasta el sistema nervioso centralDependiendo del lugar en que se afecte la
se observd una reduccion en plasma deproteina, hay o no acumulacién excesiva
43% de los globdsidos, es decir, losde metabolitos y dafio en el sistema ner-
esfingolipidos acumulados en esta enfervioso. La enfermedad de Gaucher se divide
medad (Jonson W.Gt al, 1973). en tres tipos. ElI Gaucher tipo 1 que com-
promete higado, bazo y hueso. El dos en el
La enfermedad de Fabry es causada por laual hay compromiso neuroldgico severo
deficiencia de la enzima lisosomal y los pacientes mueren en la infancia tem-
galactosidasa A con acumulacion deprana. Hay un subtipo intermedio en el cual
glicoesfingolipidos neutros en la mayoria hay compromiso neuroldgico pero leve.
de los tejidos y fluidos del cuerpo. Los prin-
cipales sintomas son sensaciéon de calor ekn el caso de la enfermedad de Gaucher, la
brazos y piernas, dolor en las extremidadegenzima aislada de placenta humana fue

35



Universitas Scientiarum \Vol. 8, N° 2: 31-42

aplicada, via intravenosa, a dos pacienteslinicamente Utiles constituye uno de los
gue mostraron reduccion de los principales factores limitantes en la
glucocerebrésidos en macrofagos, los cuaimplementacién de TRE y en definitiva
les constituyen las células blanco para laes lo que aumenta desproporcionadamente
TRE en esta enfermedad. Aunque hubo undos costos de un tratamiento de este tipo.
aparente reduccion de los glucocerebrésidoga obtencion de la proteina con fines tera-
en otros tejidos, realmente se produjo ungpéuticos a partir de 6rganos humanos o
redistribucion de los mismos, en eritrocitos fluidos corporales como la placenta o el
y plasma (Brady R.Cet al.,1974). En los plasma ha sido util, pero ademés de la baja
afos ochenta, se avanzd en la extraccion dédisponibilidad de tejidos y el peligro de
la B-glucocerebrosidasa de placenta y se motransmision de enfermedades, la separa-
dificaron enzimaticamente los residuos decion de proteinas humanas a partir de sus
carbohidratos con el proposito de incremen-fuentes naturales ha sido dificil y laborio-
tar su captacion por los macrofagos (Furbissa. Los bajos volumenes obtenidos, los
F.S.et al., 1981; Takasaki Set al, 1984). altos costos, los largos periodos de tiem-
Desde comienzos de la década de los noverpo empleados y el riesgo existente de
ta, lap-glucocerebrosidasa recombinante pro-patégenos presentes en tejidos y fluidos
ducida en células de ovario de hamst@no  corporales, tales como los causales de he-
(CHO) y modificada para dirigirla a los patitis, VIH, priones y otros que eventual-
macréfagos se ha usado como una enzimanente pudieran estar presentes en los
de segunda generacion para TRE en la enprocesos de obtenciéon de la molécula de
fermedad de Gaucher (Grabosky Gefal.,  utilidad terapéutica han hecho que se bus-
1995). EIl éxito con esta terapia estimulé aquen otras fuentes de enzima.
grupos de investigacion, tanto académicos
como de la industria farmacolégica, a ini- Otro aspecto fundamental a considerar en
ciar estudios tendientes al empleo de TRHa TRE, es la direccionalidad de la enzi-
para otras enfermedades. Los resultados obma, lo cual debe ser contemplado a dos
tenidos indican que la TRE se presenta aniveles: el érgano y la célula blanco. La
corto plazo como la medida terapéutica dedeficiencia enzimatica puede estar locali-
mayor factibilidad para el manejo de forma zada en el espacio extracelular, en el citosol
eficiente y mas econdémica de pacientes coro en un compartimiento subcelular, en
enfermedades hasta ahora incurables. cuyo caso, la enzima exégena normal debe
atravesar varias barreras naturales. En el
caso de espacios extracelulares como el
Generalidades de la TRE tracto gastrointestinal o el plasma, éstos
o ] constituyen blancos de facil acceso. La
El principio de la TRE es proporcionar al syplementacién de enzima pancreatica en
paciente la enzima deficiente, la cual debejy fiprosis quistica (Nousia-Arvanitakis S.,
tener las mismas caracteristicas de la Pro1999) o la ADA en pacientes con
teina humana. Esto implica la superacionjnmunodeficiencia combinada severa
de una serie de problemas como la obten(H”man B.C and Sorensen R.U., 1994), son
cioén de la molécula en cantidades sufi-cjaros ejemplos de esto. Para una enzima
cientes, estable quimicamente, activa, NGpjyple en el citoplasma, es necesario atra-
antigénica y con las propiedades quimi-yesar |a membrana plasmatica y con ese
cas que le permitan ser dirigida a los teji-propesito existen varias alternativas que
dos.en los cuales no existe en formaaunque estan siendo empleadas en la
funcional. En este orden de ideas, la ob-gyplementacion de algunos farmacos, para
tencion de la proteina en cantidades|z TRE han sido poco exploradas. Entre

36



Julio-diciembre de 2003

estos mecanismos tenemos los liposoma&n TRE se ha empleado la via intravenosa
(Zelphati O.et al, 2001) que se fusionan para la administracion de la enzima, lo cual
con la membrana plasmatica y posterior-resulta en una dilucién en la circulacion
mente liberan su contenido al espaciogeneral o en el direccionamiento hacia
intracelular. Igualmente, la utilizacién de otros tejidos. Esto es menos grave cuando
la propiedad de las capsides de virus, comel tejido hepatico es el blanco, pero se acen-
el de la influenza o el sendai, de adherirse d@la cuando la enzima debe dirigirse a otros
la superficie celular y causar internalizacion 6rganos, como por ejemplo el sistema ner-
de la particula viral (Ratazi C.M. and vioso central. Esto ultimo ha llevado a pen-
Dobrenis K., 1991) para construir vesicu-sar en la posibilidad de una administracion
las combinadas conteniendo la moléculadirecta por cateterizacién arterial, lo que
de utilidad terapéutica. También han sidosolventa los problemas de necesidad de al-
Utiles toxinas bacterianas, como la del té-tas concentraciones de la enzima terapéu-
tano o sustancias vegetales, como el ricitica y la pérdida a nivel hepatico. Con
no, que permiten la difusién hacia el relacion al nivel celular, recordemos que la
citoplasma de proteinas hidrofilicas, quevia de ingreso es mediante procesos de
normalmente no pueden atravesar la zon&ndocitosis mediada por receptores y es
hidrofébica que constituye la doble capainteresante conocer algunos aspectos rela-
lipidica membranal. Sin embargo, el pro- tivos al tema, pues esta etapa es crucial para
blema de direccionalidad de la moléculala TRE. Existen evidencias experimenta-
se complica cuando ésta debe alcanzar des que sefialan que la presencia de la enzi-
lumen de wuna organela como lama normal en el espacio extracelular no
mitocondria o el peroxisoma, en cuyo casoresulta necesariamente en una eficiente
tiene que ser transportada a través de otra(shternalizacion molecular, puesto que los
membrana(s), lo que adiciona la necesidadipos celulares presentan diferente capaci-
de otra sefial biolégica que permita que eldad para adicionar a su interior las molécu-
sistema de transporte membranal reconozlas exdgenas, como en la gangliosidiosis
ca y traslade esa molécula hasta su destinGM2, en cuyo caso la hexosaminidasa A es
final (Gillis L. and Kaye E., 2002). En el endocitada en cantidades superiores por los
caso de las enfermedades lisosomales, comastrocitos tipo |, comparados con células
las mucopolisacaridosis, esto Ultimo no esindiferenciadas epiteloides. Al respecto,
problema pues la enzima lisosémica nocationizaron la enzima conjugandola con
requiere atravesar la membrana de lapoli-lisina, lo que condujo a un aumento
organela ya que gracias a los procesos den la adsorcion a la membrana y su poste-
endocitosis, existe una via de comunica-rior internalizacion (Brady R.O and. Barton
cién directa con el espacio extracelularN.W., 1991). Otra enzima modificada con
(Alberts B.et al, 2002). El lisosoma cons- el propdsito de lograr una mayor eficiencia
tituye el sitio de depdsito de los en suempleo clinico fue la ADA que se con-
metabolitos no degradados y esta acumujug6 con polietilenglicol (PEG). El tiempo
lacion es responsable de las manifestaciode permanencia en el plasma aument6 de
nes de las enfermedades genéticas de esB) minutos a 30 horas, se inhibi6 la
tipo. De tal manera que la fusion de vesi-protedlisis y disminuyé la antigenicidad
culas endocitadas conteniendo la enzimgHershfield M.S. and Chaffe S., 1991). La
normal con vesiculas conteniendo com-enzima N-acetilgalactosamina 4-sulfato
plejos moleculares no degradados, es emsulfatasa, deficiente en el sindrome de
esencia el principio de la TRE de las en-Maroteaux Lamy, fue igualmente modifi-
fermedades de depésito lisosomal (Kayecada buscando mejorar el direccionamiento
E.M., 2001). hacia el tejido cartilaginoso. Esta enzima
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fue derivatizada con polisina o con Sistemas de expresion de proteinas
etildiamino para que cationizada difun- recombinantes

diera mas facilmente a través de matriz _ ) )
extracelular, lograndose un nivel impor- El uso de enzimas en TRE exige previa-

tante en el caso miocardio y aceptable pardnente la PrOdUCCié” y purificacion de di-
otros 6rganos (Byers @t al, 2000). En chas moléculas en cantidades suficientes

las células blanco, si bien los receptoresfara efectuar estudios de cinética de expre-
reconocen un ligando, la especificidad Sividad, —caracterizacion bioquimica,
puede variar. En este sentido, las neuronaBioactividad, estabilidad y aun modificar-
tienen afinidad por la toxina tetanica, gra- las quimicamente, si es el caso, antes de ser
cias a que posee un alto contenido deensayadas en modelos animales y su poste-
gangliésidos y un fragmento de 50 KDa rior empleo en terapia humana. Sin embar-
es retenido por las neuronas sin resultad0. cabe destacar que la obtencion y
téxico. Aprovechando esto, se fusioné esdPurificacion de proteinas a partir de sus
fragmento a la hexosaminidasa A, resul-fuentes naturales para estudios de estructu-
tando internalizada en mayor proporciont@ Yy funcién con el propdsito de ser em-
que la normal en animales de eXperi_pleadas con fines terapéuticos ha sido dificil
mentacion (Rattazi C.M. and K. Y laborioso. Los bajos niveles de actividad
Dobrenis, 1991). El caso mas llamativo obtenidos por esta via, los altos costos, los
de modificacion de la molécula terapéu-1argos periodos de tiempo empleados y los
tica, por su efiiencia, lo constituye 1g-  avances en el conocimiento de la estructu-
glucocerebrosidasa. Esta enzima tiene eri@ funcion, regulacién y manipulacién de
su parte terminal de la cadena glicosiladaloS genes han dado paso a la produccion de
los azlcares &cido sidlico y galactosa quédroteinas con la tecnologia del DNA
debieron ser secuencialmente eliminadag@combinante en modelos bioldgicos, que
para exponer residuos de manosa que sohRan permitido obtener un producto similar
reconocidos por los receptores de manosal humano. Dentro de estas posibilidades
de macréfagos, que mostraban poca capas€ han probado los cultivos de bacterias,

cidad de endocitosis de la enzima sin mo-€vaduras y lineas celulares de mamiferos.
dificar. Puesto que las bacterias no pueden

glicosilar, no pueden emplearse para la ex-

Aungue los anteriores hallazgos consoli-Presion de proteinas glicosiladas y aunque
daron la idea de la necesidad de modificaJas lineas celulares procedentes de células
ciones para el mantenimiento en el pIasmaP!e mamiferos como la linea celular de ova-

de la enzima (til terapéuticamente o el aseli0 de hamster chino (CHO), fibroblastos
guramiento de su reconocimiento a nivelNhumanos o celulas linfoblastoides son sis-

celular, recientemente la lipasa acidatémas tradicionalmente utilizados para la

lisosomal, deficiente en las enfermedadeseXPresion de glucoproteinas, su manipula-
de Wolman y Wilson, en las cuales hay al-cion es compleja, costosa, de bajo rendi-
macenamiento de esteres de colesterol, fudliento y las proteinas expresadas no
expresada efichia pastorisy sin necesi- siempre son estables o correctamente en-
dad de ningln tipo de modificacién qui- sambladas, por lo cual el rendimiento es
mica a nivel de laboratorio fue empleadaPajo (Hockney R.C., 1994; Ma [2001;
para TRE en ratones con deficiencia de IaMillat G. et al, 1997). La expresion de pro-

enzima, logrando disminuir los niveles de t€inas y su posterior escalado en modelos
colesterol en intestino, higado y bazo (Duc0mo las levaduras ha resultado una meto-

et al, 2001). dologia répida, eficiente y a muy bajo cos-
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to. Asi, resultados de estudios recientesion bajo la responsabilidad de un equipo
(Eckart M.R. and Bussineau C.M., 1996; multidisciplinario que persigue generar
Potapovich M.V.et al, 2001; Cregg J.Met  conocimiento basico y aplicado en las areas
al, 1993; Cereghino G.P. and Cregg J.M.,mencionadas. Para esto se ha avanzado en
1999) presentan a las levadurasla expresion con fines clinicos de las pro-
metilotr6ficas como excelentes modelos deteinas humanas deficientes en las enferme-
expresion de proteinas humanas. dades de Hunter y Morquio A en la bacteria

Escherichia coliy en las levaduras

metilotroficas Pichia pastorisy Hansenula
Perspectivas polymorpha.

N los éxi ni has- .
0 cabe duda que los exitos obtenidos 5] a iduronato 2-sulfato sulfatasa (IDS), en-
ta ahora en TRE para enfermedades de€. -
o . . zima deficiente en la enfermedad de Hunter,
depdsito lisosomal son debidos a la

) Iy S ha sido expresada, dhscherichia coli
implementacion de modelos biolégicos P e

: . (Landazuri P.et al, 2002a) y erPichia
capaces de producir proteinas

. . Hastoris(Landézuri P.et al, 2002b). Los
recombinantes similares a las humanas co

niveles aceptables de bioactividad, establesresumIOIOS obtenidos en esta investigacion

) . . “muestran que la enzima producida en
y susceptibles de remodelaciones quimi- - . . .
- ~_ .. Escherichia colise expreso en forma acti-

cas capaces de proporcionarles la sefal bio-

P : . . . va y fue procesada de manera similar a la
l6gica que permite su direccionamiento a__ °. . .

. S p . enzima producida en lineas celulares de
los lisosomas. Si bien hoy dia, so6lo cerca

mamiferos (Millat G.et al, 1997; Froissart
de una decena de enfermedades, hasta ahq-
et al, 1995). Estos resultados muestran

ra incurables, se estan tratando mediante . .
. . . gque en bacterias el procesamiento de la

TRE vy otras siete estan en fase final de ex-' . .
. S o enzima hasta su forma madura y activa fue
perimentacion, la posibilidad de usarla para.

- . independiente de las glicosilaciones, lo

otro grupo importante de estas entidades S
. o tual representa un aporte significativo al
esta ahora muy proxima. Al respecto en Co-

. d conocimiento general de la expresiéon de
lombia, el Instituto de Errores Innatos del roteinas humanas en bacterias. Con res-
Metabolismo (IEIM) de la Pontificia Uni- P :

versidad Javeriana, ha dedicado parte dgecto a la expresion de Iq IDS eichia
. S . astoris la enzima al igual que en
sus esfuerzos investigativos a las areas dE

. S ._Escherichia colj fue procesada hasta sus
terapia de remplazo enzimatico y terapia .

. ) . formas maduras de manera similar a la en-

génica para enfermedades de tipo lisosomal.

. . L contrada en las células de mamiferos
El IEIM para realizar sus investigaciones

. ~_(Millat G. et al, 1997; Froissart Ret al,
ha dotado un laboratorio con tecnologia T
. . 1995). Estos resultados, han permitido ini-
apropiada y ademas cuenta con la colabo-

g, ST . . ciar estudios para el escalado de la expre-
racion de instituciones como la Universi- _.,

. . sion y actualmente se avanza en la
dad del Valle, El Instituto Nacional de urificacién de la enzima recombinante, lo
Salud, Shefield Children¢s Hospital (Ingla- P L . '

. - - . cual permitira en el mediano plazo, su ca-
terra), Saint Louis University y North Ca- o S ;
rolina University (USA), Gifu University racterizacion y el inicio de los estudios en

. . . .~ 7 modelos animales de experimentacién,
(Japon), y con el financiamiento de institu- . -
. .. . COmMO paso previo al empleo en terapia hu-
ciones como el Banco de la Republica,

Colciencias, Genzyme, la Embajada deImana. La obtencién en cantidades suficien-

. e : . . tes de la IDS recombinante permitir4 su
Japon y la Pontificia Universidad Javeriana. N .

. P caracterizacion bioquimica y el estudio de

En este laboratorio estan siendo desarro- T

. - . __sus patrones de glicosilacion, con el pro-

llados una serie de proyectos de investiga- .. o . .

posito de modificarla si fuera necesario para
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su direccionamiento. Sin embargo, en cuan-  suppl):S46-S54; discussion 2001, 554-
to a la produccién de enzimas lisosémicas  555.

humanas, se ha demostrado que las expre-

sadas en levaduras, especificamente eBEAUDET AL, Scriver C.R., Sv W.S, and

Pichia pastorissufren a nivel del reticulo VaLLe D. Genet@cs, Biochemistry, and
endoplasmico y complejo de Golgi modi- Molecular Basis of Variant Human
ficaciones glicosidicas y le son adiciona-  Phenotypesin Scriver C.R., Beaudet

dos fundamentalmente residuos de manosa. A:L., Sly WS., Valle D. (Eds)The
Por lo tanto, no es necesario remodelarlas ~ Metabolic and molecular bases of

quimicamente para su uso en TRE en en-  inherited Diseasg vol. 1. 8" ed.
fermedades en que los macréfagos son las  International edition. McGraw-Hill,
células blanco (Du Het al., 2001). Esto Inc. 2001, 3-128.

ultimo, a diferencia de las glicoproteinas
' . 9 P Brabpy R.O., Kanrer J.N., $iapiro D. The
expresadas en células CHO que presentan . ;
. . metabolism of glucocerebrosides Il
residuos de galactosa y acido sialico, como . L .
Evidence of an enzyme deficiency in

se demostré con IB-glucocerebrosidasa o . .
recombinante obtenida en esta linea celu- Gaucher's disease. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 1965, 18: 221-228.

lar, la cual tuvo que modificarse para su
uso en la enfermedad de Gaucherggapy R.O., Kanrer J.N., BRADLEY R.M.

(Grabosky G.Aet al., 1995). Demonstration of a deficiency of
o glucocerebroside-cleaving enzyme in

Adicionalmente, se han logrado avances  Gaycher's diseasel Clin Invest. 1966,

en la expresion de la IDS dfansenula 45 1112-1115.

polymorphay de la Acetilgalactosamina 6-

Sulfato Sulfatasa (GALNS) e®ichia  Braby R.O., BnTcHEV P.G., GL A.E., LEARY

pastoris.La consolidacion del sistema de W.R., Quirk J.M., DekaBan A.S.

expresion sera de utilidad no sélo para el Replacement therapy for inherited

abordaje de las mencionadas enfermedades enzyme deficiency: use of purified

sino que permitira realizar estudios en un Ceramidetrihexosidase in Fabry’s

gran nimero de las 42 enfermedades de disease N Engl J Med. 1973, 289: 9-

deposito lisosomal. Ademas, por ser un sis- 14.

tema de expresion de proteinas glicosiladas

podra ser empleado para la produccion déBrADY R.O., and Brron N.W. Replacement

hormonas, factores de crecimiento y otras ~ therapy for inherited enzyme

glicoproteinas con utilidad terapéutica. deficiency: ~use of purified
glucocerebrosidase in Gaucher's

diseaseN Engl J Med. 1974, 291: 989-
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