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TR ADTA (LA La Terapia Geénica, que podemos definir como Ila
ITERAPIA ['r'h“' A transferencia, en un organismo, de un fragmento de &acido

sMemaria o Esperanza? nucleico —DNA o RNA— que expresa o reprime la expresion
R — de una proteina y que de esta forma es posible sanar una
' determinada enfermedad, ofrece enormes posibilidades de
‘ " tratar un gran numero de enfermedades tanto hereditarias

“ como infecciosas, cardiovasculares, hepéticas,

neurodegenerativas o el cancer.

Los primeros ensayos clinicos de Terapia Génica llevados a
cabo en 1990 por Anderson, en nifios “burbuja”, con el gen
de la adenosina deaminasa, cuya deficiencia provoca una
inmunodeficiencia combinada severa, representaron un hito
histoérico. Poco después, entre 1994 y 1999, el “éxtasis” del
entusiasmo paso a la decepcion, debido a que los resultados
prometidos, aun alcanzables, no se lograban, y porque se
crearon muchas falsas expectativas a través de una
excesiva publicidad y sobre valoracion de los hallazgos. Aun a pesar de este escenario
cientifico-social, surgen, como “antidoto” neutralizante para el desencanto, nuevas ideas
para tratar otras enfermedades mediante Terapia Génica como el cancer, el SIDA o las
enfermedades cardiovasculares. Era la época de las venturas y desventuras de la Terapia
Génica.

En aquel momento crucial de estabilizacién, las alarmas se accionan de nuevo cuando en
septiembre de 1999 un paciente con una deficiencia en ornitina transcarbamilasa fallecia, a
los 18 afios de edad, en el Estado de Arizona, después de recibir un tratamiento de Terapia
Génica, debido a una falta de rigor bioético. La imagen de la Terapia Génica sufre de nuevo
el deterioro... y se escriben cosas como: ”"La terapia Génica, una pérdida de inocencia”
(Nature Medicine, 2000); “Penosas lecciones” (Molecular Therapy, 2000); “Terapéutico
genético, curate a ti mismo” (Science, 2000). Aun asi, la ciencia en su inexorable camino de
avance irreversible, hizo que en Francia Fischer y Cavazzana-Calvo curaran a cuatro
pacientes con inmunodeficiencia severa combinada X1; que tres pacientes con hemofilia B
pasaran de su fenotipo grave a uno moderado y que unos adenovirus alteraran el curso de
un cancer escamoso de cabeza y cuello. El nuevo siglo XXI, ademas, comenzaba en esos
momentos a desvelar parte del genoma humano; irrumpian las células madre en el
escenario cientifico y se identificaban nuevos genes involucrados en enfermedades que
hasta entonces se etiquetaban como de etiologia desconocida. Un nuevo soplo de esperanza
renovaba, una vez mas, a la Terapia Génica.

A pesar de todo ello, aun en el momento actual, la situacion de la Terapia Génica es
controvertida, fundamentalmente, por los desafortunados acontecimientos acaecidos, pero
también por las propias dificultades metodoldgicas inherentes a este tipo de protocolos.

¢Se abandonara la Terapia Génica en el olvido como “memoria histérica” de la ciencia
médica, o por el contrario, alin se mantendra como esperanza viva, aunque mas realista en
cuanto a sus expectativas de éxito, con nuevas perspectivas bioéticas y legislativas, como
una nueva estrategia terapéutica en distintas areas de la medicina y la terapéutica como la
oncologia, las hepatopatias, las infecciones virales, las enfermedades monogénicas
hereditarias, las cardiovasculares o las neurodegenerativas?
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PROLOGO

Este libro representa una recopilacién y actualizacién de la aplicacion real de la Terapia

Génica a determinadas enfermedades humanas de especial relevancia para la sociedad y
que son mas susceptibles para la aplicacion de esta metodologia. La colaboracion de
expertos clinicos e investigadores en esta nueva estrategia, garantiza la actualidad de los
contenidos ofreciendo una idea veraz y realista de su ya, en determinados casos, aplicacion
en fases de investigaciéon clinica o de su gran potencial para un futuro a medio o largo
plazo.

Ya que este libro recopila los protocolos de mayor aplicacion y mas actuales de Terapia
Génica para enfermedades de relevancia médico-social, en el Apéndice Il se plantea el
“Estado del Arte” de los ensayos clinicos mas recientes, o en curso, utilizando Terapia
Génica.

La Terapia Génica, que podemos definir como la transferencia, en un organismo, de un
fragmento de acido nucleico —DNA o RNA— que expresa o0 reprime la expresion de una
proteina y que de esta forma es posible sanar una determinada enfermedad, ofrece
enormes posibilidades de tratar un gran nimero de enfermedades tanto hereditarias como
infecciosas, cardiovasculares, hepaticas, neurodegenerativas o el cancer.

En 1990 se realizan los primeros ensayos clinicos y la Terapia Génica entra en su mayoria
de edad. Los experimentos de Anderson, en nifios “burbuja”, con el gen de la adenosina
deaminasa, cuya deficiencia provoca una inmunodeficiencia combinada severa,
constituyeron un hito histérico. Poco después, entre 1994 y 1999, el “éxtasis” del
entusiasmo pasé a la decepcidn porque los resultados prometidos, aun alcanzables, no se
lograban, aderezado todo ello por falsas expectativas a través de una excesiva publicidad y
sobrevaloracién de los hallazgos. AlUn a pesar de este escenario cientifico-social, surgen,
como “antidoto” neutralizante para el desencanto, nuevas ideas para tratar otras
enfermedades mediante Terapia Génica cual es el caso del cancer, el SIDA o las
enfermedades cardiovasculares. Era la época de las venturas y desventuras de la Terapia
Génica.

Pero..., en aquel momento crucial de estabilizacién, las alarmas se accionan de nuevo
cuando en septiembre de 1999 un paciente con una deficiencia en ornitina transcarbamilasa
fallecia, a los 18 afos de edad, en el Estado de Arizona, después de recibir un tratamiento
de Terapia Génica, debido a una falta de rigor bioético. La imagen de la Terapia Génica
sufre de nuevo el deterioro... y se escriben cosas como: ”La terapia Génica, una pérdida de
inocencia” (Nature Medicine, 2000); “Penosas lecciones” (Molecular Therapy, 2000);
“Terapéutico genético, clrate a ti mismo” (Science, 2000). Aun asi, la ciencia en su
inexorable camino de avance irreversible, hizo que en Francia Fischer y Cavazzana-Calvo
curaran a cuatro pacientes con inmunodeficiencia severa combinada X1; que tres pacientes
con hemofilia B pasaran de su fenotipo grave a uno moderado y que unos adenovirus
alteraran el curso de un cancer escamoso de cabeza y cuello. El nuevo siglo XXI, ademas,
comenzaba en esos momentos a desvelar parte del genoma humano; irrumpian las células
madre en el escenario cientifico y se identificaban nuevos genes involucrados en
enfermedades que hasta entonces se etiquetaban como de etiologia desconocida. Un nuevo
soplo de esperanza renovaba, una vez mas, a la Terapia Génica.



A pesar de todo ello, aun en el momento actual, la situacion de la Terapia Génica es
controvertida, fundamentalmente, por los desafortunados acontecimientos ya mencionados
y otros mas recientes, pero también por las propias dificultades metodoldgicas inherentes a
este tipo de protocolos.

El titulo del libro, “Terapia Génica /(Memoria o Esperanza?, quiere recordar, de forma
intencionada, un libro de Mario Benedetti ("Memoria y Esperanza”), y pretende analizar lo
que se ha conseguido en los ultimos 17 afios en Terapia Génica desde aquel afio de 1990.
Pero, ademas, trata de concretar las perspectivas futuras de esta estrategia terapéutica en
distintas areas de la medicina y la terapéutica como la oncologia, las hepatopatias, las
infecciones virales, las enfermedades metabdlicas, las enfermedades monogénicas
hereditarias, las cardiovasculares o las neurodegenerativas. Se analizan las posibilidades
reales y concretas de actuacion y se intenta aclarar si la Terapia Génica se abandonara en el
olvido como “memoria histérica” o si, por el contrario, aln se mantendra como esperanza
viva, aunque mas realista en cuanto a sus expectativas de éxito.

Ademas, se tratan también los aspectos bioéticos y legislativos de este tipo de protocolos
terapéuticos en tanto en cuanto su indicacion y fin Ultimo son la normalizacion de una
funcién fisiolégica mediante la reestructuracion del patrimonio genético de un individuo que
se encontraba previamente alterado.

El autor



CAPITULO 1
Conceptos generales sobre Terapia Génica

Antonio Liras y Susana Olmedillas

La Terapia Génica es una estrategia terapéutica que se basa en modificar el patrimonio

genético de determinadas células somaticas, mediante la administracion de secuencias de
acidos nucleicos, cuya finalidad es “curar” tanto enfermedades de origen hereditario como
de tipo adquirido.

Hoy dia, la Terapia Génica es mas una promesa terapéutica que una realidad aunque se
lleven a cabo ya muchos ensayos clinicos con muy buenos resultados. En un futuro es
posible que esta metodologia revolucione la Medicina ya que va de la mano de otras
disciplinas y especialidades que avanzan de forma vertiginosa como son la Biologia
Molecular, la Biologia Celular, la Virologia, la Genética, la Bioquimica, la Biofisica o las
Ciencias de la Computacion. La interdisciplinaridad sera la clave para el desarrollo de la
Terapia Génica auspiciado todo, claro esta, con la informacion que emana de los datos del
Proyecto Genoma Humano.

Los elementos clave para desarrollar un protocolo de Terapia Génica son,
fundamentalmente, los vectores de transferencia que portan el “gen terapéutico” y las
células diana que son aquellas que van recibir el gen. Evidentemente, las cosas no son tan
simples como parecen, como se vera a lo largo de este libro, ya que existen infinidad de
inconvenientes y dificultades experimentales y metodoldgicas para optimizar tanto los
vectores como las poblaciones celulares objeto de Terapia Génica. Pero no so6lo son los
impedimentos metodoldgicos sino que también las distintas patologias a tratar tienen
peculiaridades muy especificas que condicionan, en general, los protocolos de Terapia
Génica que los hace sumamente particulares. Por si esto fuera poco cada paciente como
individuo poblacional responde como tal, de forma individualizada y a veces radicalmente
diferente a otro, aun padeciendo la misma patologia y utilizando el mismo protocolo
establecido al efecto. Todo esto condiciona en gran medida los protocolos de Terapia Génica
especialmente en lo que respecta a la optimizacidon de una buena relacidon beneficio/riesgo.

Asi que vistas las cosas de esta manera se entiende el titulo del presente libro y la relativa
“lentitud” en el logro de objetivos terapéuticos efectivos y de éxitos que hace afios se estan
esperando.

Los antecedentes de la Terapia Génica

El camino de la evolucion de la Terapia Génica hay que relacionarlo a la fuerza con el
desarrollo de la Tecnologia del DNA recombinante, cuyo origen hemos de buscarlo en 1869,
aflo en que Miescher aislara el DNA. Este hecho no habria servido de mucho sin otros
hallazgos posteriores, no menos fundamentales, como el de Avery en 1944 con el
descubrimiento de que el DNA era el portador de la informacién genética que decide y
define a un organismo vivo, o el descubrimiento por Watson y Crick, en 1953, de su
estructura helicoidal, que abria las puertas para llegar a conocer como funcionaba en su
papel no sélo de almacenar esa informacién sino también de transmitirla a las siguientes
generaciones.

Después, otros descubrimientos como el de la DNA polimerasa por Kornberg en 1957; las
primeras evidencias de la existencia de las enzimas de restriccion por Arber en 1962, o el
descubrimiento del Cédigo Genético por Nirenberg, Ochoa y Khorana en 1966, fueron
eslabones decisivos de continuidad para la dilucidacion de la funcién del DNA y para el pleno
desarrollo de la Tecnologia Recombinante.



A esto sigui6 la puesta a punto de las técnicas de clonacién de DNA por Boyer, Cohen y Berg
(1972), los métodos de secuenciacion por Songer, Barrell y Maxam Gilbert (1975) y el
establecimiento de los ratones transgénicos por Palmiter y Brinster ya en la década de los
afios 807 (1981). Todo ello contribuydé a allanar el camino para vislumbrar una perspectiva
de futuro como es la Terapia Génica ya que se disponia de un importante arsenal de
herramientas que permitia intervenir y ahondar en ese secreto, que era y sigue siendo, el
patrimonio genético de un individuo. Pero como este contenido genético es responsable de
la salud y la enfermedad se podia pensar en modificarlo con vistas a la curacion.

Vectores de transferencia génica

Los vectores son aquellos mecanismos que llevan a cabo el proceso de transferencia de un
material génico a una célula y los que aseguran su biodisponibilidad intracelular para que
éste ejerza una funcién biolégica.

Teniendo en cuenta que el papel de un vector es destinar, entregar y expresar un gen, el
vector ideal seria aquel que reuniera las siguientes caracteristicas: i) Una alta especificidad
de destino celular a un 6rgano o tejido; ii) Protecciéon del DNA frente a degradaciones
enzimaticas en su transporte hasta la célula; iii) Facilidad para introducir el DNA en la célula
y mantener una alta biodisponibilidad; iv) Alta eficacia de expresidon del material genético;
v) Baja inmunogenicidad; vi) Ningln efecto secundario adverso grave ni moderado; vii) Muy
pocos efectos secundarios leves; viii) Muy alta relacion beneficio/riesgo para el paciente.
Evidentemente, esto es ideal y por ello el “caballo de batalla” de la Terapia Génica y a lo
que se ha de tender para que esta metodologia sea eficaz y sobre todo para que sea
aceptada por la comunidad cientifica y la sociedad en general.

Actualmente, se utiliza una gran variedad de vectores en Terapia Génica y se clasifican, en
general, en vectores virales y no virales. Los vectores virales son virus modificados y
“manipulados” para que sin perder su capacidad infectiva para introducirse en una célula no
produzcan patologia. Conservan, por tanto, su capacidad para introducirse en la célula y
para dirigir y expresar un gen exégeno que ya hemos llamado terapéutico. Por supuesto,
presentan otras importantes desventajas que mas adelante en este capitulo y a lo largo del
presente libro se mencionaran. Los sistemas no virales no utilizan virus sino otros sistemas
que también se estudiaran en el Capitulo 3 mas exhaustivamente y que en esencia utilizan
determinadas moléculas, generalmente lipidicas, a través o no de un ligando con su
receptor de membrana, para introducir un gen en la célula diana. Evidentemente, aunque
con una menor eficacia de transferencia, presentan una mayor seguridad para el paciente.

Vectores retrovirales (RVV)

Estan basados en retrovirus que son aquellos virus constituidos por una cadena simple de
RNA (genoma menor de 10 Kb) y que replican —mediante la transcriptasa en reverso— para
dar una cadena doble de DNA que actia como intermediario (provirus) (Figura 1). En el
ciclo vital del virus existe una etapa obligatoria en que esta doble cadena de DNA se inserta
en el genoma de la célula huésped, gracias a las secuencias LTR del virus, para formar parte
de su material genético. Este tipo de vectores no presenta la capacidad de replicacién ya
que se les ha delecionado de las secuencias gag, pol y env que codifican nucleoproteinas
que son las responsables de la sintesis o recombinacidon de los acidos nucleicos y de los
componentes de la cubierta viral. En contrapartida, al genoma viral se le incorpora el gen
terapéutico. El vector retroviral, deficiente en replicacion, se debe amplificar mediante su
crecimiento en una linea celular especial que se llama empaquetadora y que contiene, en su
genoma, las secuencias gag, pol y env necesarias para la replicaciéon y empaquetamiento
del virus. El vector asi producido en este tipo de células y que contiene el gen terapéutico
infecta a la célula diana utilizando receptores especificos y una vez en el citoplasma, la



transcriptasa en reverso transforma el RNA del vector en el DNA proviral que se integra, al
azar, en el genoma de la célula infectada desde donde se expresara el producto terapéutico.
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Figura 1. Mecanismo de los vectores retrovirales.

Vectores adenovirales (AdVV)

Los adenovirus presentan un genoma mayor, aproximadamente de 36 Kb, constituido por
una doble cadena de DNA lineal y aunque existe una gran variedad de serotipos los mas
eficaces para transferir genes son el 2 y el 5 aunque otros como el 8 estan dando muy
buenos resultados.

El genoma de los adenovirus presenta los llamados genes tempranos E1 a E4 y otros tardios
L1 a L5. La estrategia general (Figura 2) para preparar vectores adenovirales se basa en
eliminar las secuencias E que son las que hacen replicativo y patégeno al virus. En su lugar
se coloca el gen terapéutico. Al igual que sucede con los vectores retrovirales también éstos
necesitan células para su crecimiento y amplificacion, células que en este caso portan las
secuencias E necesarias. Posteriormente, el virus con el gen terapéutico se une a la
membrana de la célula diana a través de la fibra y el pentdén del adenovirus con receptores
especificos. La penetracion en la célula es, por tanto, mediada por receptor y una vez en el
interior el endosoma se lisa para liberar el DNA que contiene. Después el DNA penetra en el
nucleo y sin integrarse permanece en forma de episoma extracromosoémico dirigiendo la
expresion del gen terapéutico.

Vectores adenoasociados (AAV)

Los virus adenoasociados son unos virus muy pequefios y muy simples que no son
autonomos. Contienen DNA lineal de cadena sencilla y requieren la coinfecciéon con un



adenovirus u otros virus para replicarse y a diferencia de los adenovirus si se integran en el
genoma celular. No se asocian con ninguna enfermedad en humanos.

Su genoma es extremadamente simple, presentando so6lo dos genes, el gen rep, que
codifica una familia de proteinas superpuestas implicadas en la replicaciéon e integracion, y
el gen cap, que codifica una familia de tres proteinas que determinan la estructura del virus.
Los extremos del genoma presentan repeticiones terminales, denominadas TR de unos 145
nucledtidos.
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Figura 2. Mecanismo de los vectores adenovirales.
Otros vectores virales

Otros vectores son los basados en herpes virus y en el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) o lentivirus. Estos dos tipos de vectores solventan algunos de los problemas
que se dan con los anteriores como es el tamarfio del gen terapéutico, que en el caso de los
herpes virus permiten introducir fragmentos muy grandes, y la capacidad de los lentivirus,
conservando las ventajas de los retrovirus, de replicarse en células ya estén o no en
division.

En la Tabla I se detallan algunas de las caracteristicas diferenciales entre los vectores
virales mas utilizados. En primer lugar, los riesgos derivados de la utilizacion de un vector
viral de transferencia se relacionan con su capacidad de integracién en el genoma de la
célula diana. Asi, los retrovirus, los virus adenoasociados y los lentivirus se integran en el
genoma celular por lo que existe un riesgo de mutagénesis insercional. No sucede esto con
los vectores adenovirales ya que su mecanismo de actuaciébn no incluye la etapa de
integracion. En contrapartida es un vector muy inmunogénico que estimula enormemente
una respuesta inmunoldgica que inactiva al vector y es capaz de producir importantes
reacciones anafilacticas a veces de consecuencias fatales para el paciente. En cuanto a la
capacidad para albergar al gen terapéutico los adenovirus son los que ofrecen mas



flexibilidad. Por dltimo, a diferencia de los retrovirus, el resto pueden transfectar células
tanto en divisibn como en reposo.

Algunas caracteristicas diferel;r;:::slentre algunos vectores virales
VECTOR VIRAL RIESGOS | INTEGRACION | CAPACIDAD (Kb) Do DE
Retrovirus (RNA) Mutagénesis Si <4-8 En division
Adenovirus (DNA) Inmunogenicidad No 36 En division/no-division
Adenoasociados (DNA) Mutagénesis Si <4 En division/no-division
Lentivirus (RNA) Mutagénesis Si <4-8 En division/no-division

Otras estrategias utilizando acidos nucleicos

Los oligonucledtidos son secuencias cortas de acidos nucleicos que se disefian de forma
especifica para unirse a determinadas secuencias de DNA y formar lo que se llama DNA
triplex. En otros casos se forman los llamados heteroduplex RNA-DNA. Los oligonucleétidos
antisentido son complementarios de secuencias especificas de un determinado RNA
mensajero. La formacién de un heteroduplex bicatenario sentido-antisentido de este tipo
bloguea la traduccién a proteina. Las estrategias antisentido tienen un gran potencial
terapéutico para inhibir la expresion de genes en patologias tales como el cancer,
enfermedades autoinmunes y enfermedades infecciosas como el SIDA. Sin embargo, su
utilizacion en clinica no se logra implantar ya que presentan una vida media en plasma muy
corta lo que impide su acceso funcional al citoplasma y al ndcleo celular.

La reparacion génica con oligonucledtidos es una estrategia destinada a reparar genes que
presentan una mutacién puntual conocida activando selectivamente los mecanismos
celulares de reparacion del DNA. Para ello se disefian oligonucledtidos especificos para
secuencias genomicas adyacentes al lugar de la mutacion, en cuyo extremo el
oligonucledétido lleva un agente capaz de lesionar el DNA, mediante la formacién de un
enlace covalente con el nucleétido responsable de la mutacion.

Otra estrategia es la utilizacion de las llamadas ribozimas que son aquellas moléculas de
RNA que presentan una actividad enzimatica y que utilizan al RNA como sustrato. Esta
actividad enzimatica se basa en la ruptura y ligamiento de las cadenas de RNA en sitios
especificos.

Por dltimo otra estrategia novedosa son los RNAs de interferencia que se estudiaran mas en
detalle en el Capitulo 11 de este libro. El fenédmeno de la interferencia mediada por RNA,
también denominado silenciamiento del RNA, se asemeja al sistema inmune en que su
funcion natural es la de proteger al genoma contra la invasion de elementos genéticos
moviles tales como los transposones y los virus. La interferencia mediada por RNA es un
mecanismo celular altamente conservado de silenciamiento génico post-transcripcional.
Desde su descubrimiento en 1998, el estudio mas detallado de su mecanismo bioquimico ha
puesto de manifiesto que pequefias moléculas de RNA de doble cadena desencadenan la
degradacion citoplasmatica de RNAs mensajeros homoélogos. Estos pequefios RNAs de
interferencia (siRNAs) pueden sintetizarse artificialmente e introducirlos de modo exdgeno,
o bien, ser producidos de forma enddégena mediante la transcripcién y procesamiento de
genes de microRNA (miRNA). Las funciones intrinsecas del RNA de interferencia, en
particular las de los miRNAs, se sabe que son de gran alcance, y fundamentales para
procesos celulares béasicos durante el desarrollo, asi como en tejidos diferenciados y en
diversas patologias. La activacion exdgena de la via de interferencia mediada por RNA



utilizando siRNA sintético, o bien expresado a partir de plasmidos o vectores virales, es
imprescindible para el silenciamiento génico y tiene un potencial terapéutico significativo.

Aunque todavia se trata de una estrategia emergente, la modificacion del RNA ofrece la
posibilidad de solventar algunos inconvenientes de la Terapia Génica, como la baja eficiencia
de transferencia génica, la limitacion en el tamafio de los trangenes, la mutagénesis
insercional asociada a la integracion de los vectores virales, y la respuesta inmune o la
toxicidad debida a los mismos. El prometedor potencial del RNA de interferencia, como
modalidad terapéutica, reside en su mecanismo celular intrinseco y en su elevada
especificidad de secuencia. De este modo, el RNA de interferencia permite el desarrollo de
diversas estrategias terapéuticas a partir de la Terapia Génica convencional. A parte del
silenciamiento de genes cuya actividad estd implicada en la patogénesis de diversas
enfermedades, por ejemplo el VIH, el virus de la hepatitis B, la degeneracién macular, la
enfermedad de Alzheimer y el cancer, la especificidad de secuencia del RNA de interferencia
permite también el silenciamiento dirigido de isoformas concretas producidas por “splicing”
alternativo y de alelos mutantes patogénicos.

Vectores no virales

Los vectores no virales, que se estudiaran en detalle en el Capitulo 3, no utilizan virus para
la transferencia de genes ya que se basan en rodear de alguna forma al DNA mediante
vesiculas o elementos, en general, de caréacter lipofilico. El sistema maéas habitual es el
basado en liposomas (Figura 3), de tal forma que la bicapa lipidica engloba al DNA y
facilita su transporte y paso a través de las membranas celulares.
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Figura 3. Vectores no virales.

A su vez estos sistemas pueden ser o no mediados por receptor en cuyo caso se enlazan al
sistema lipidico, determinadas moléculas que encuentran un receptor especifico de
membrana lo que facilita enormemente su paso a través de la membrana de la célula diana.



Estos sistemas frente a la gran ventaja de su baja toxicidad y nula inmunogenicidad
presentan en contra una baja eficacia de transferencia y un menor tiempo de expresién del
gen terapéutico. Aun asi se debera, como se comentard mas adelante en este libro, tener
en cuenta la consideracion muy minuciosa de lograr un equilibrio entre eficacia y tiempo de
expresion génica y la relacidn riesgo/beneficio de los distintos tipos de vector en
determinadas patologias.

El complejo DNA-lipido es secuestrado y degradado en una gran proporcion en los
endosomas pero otra parte llega al nidcleo donde, en forma de epicromosoma, dirige la
expresion del gen terapéutico.

Estrategias terapéuticas de Terapia Génica

La transfeccidon de una célula diana con un vector y la forma de llevarse a cabo la acciéon
terapéutica del gen expresado, se puede desarrollar mediante Terapia Génica ex vivo o
mediante Terapia Génica in vivo.

Terapia Génica ex vivo

Esta forma de Terapia Génica se basa en que previamente a la transfeccién con el vector se
extraen células del propio paciente procedentes de un tejido o de un érgano (Figura 4).
Posteriormente, y tras la disgregacion del tejido y el mantenimiento del cultivo celular in
vitro, se realiza la transfeccién de las células (generalmente seleccionadas como poblaciéon
homogénea) con el vector adecuado que porta el gen terapéutico. Entre los métodos de
transfeccion son de utilidad en este caso los métodos no virales como los quimicos mediante
fosfato calcico; los fisicos como la electroporacién, microinyeccion o bombardeo de
particulas; los métodos de fusion mediante complejos DNA-liposomas y los métodos de
endocitosis mediada por receptor mediante complejos DNA-proteina, DNA-capside viral o
inmunoliposomas. Por supuesto son altamente eficaces los vectores virales como los
retrovirus, los adenovirus y los adenoasociados.
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Figura 4. Terapia Génica ex vivo.



Las células asi transfectadas se seleccionan por su capacidad de expresar el gen terapéutico
de forma estable y persistente en el tiempo. Después de amplificarse, se reimplantan en el
propio paciente. Esta forma de Terapia Génica es sin duda la mas segura para el paciente.

Terapia Génica in vivo

Esta forma de Terapia Génica se basa en la administracion de forma sistémica al paciente
de la construcciéon génica constituida por el vector y el gen terapéutico (Figura 5).

La forma de transfeccion es, generalmente, mediante vectores virales, aunque se esta
ensayando con éxito la utilizacion de complejos DNA-liposomas y DNA desnudo o complejos
DNA-proteina mediado por receptor. En ocasiones y en funcion de la patologia a tratar, el
vector puede ser o no destinado. El vector destinado es aquel que presenta tropismo tejido-
especifico y es de utilidad cuando la enfermedad tiene su origen en un determinado tejido
como puede ser el caso de la hemofilia o un tumor localizado. En esos otros casos en que la
enfermedad es sistémica como puede ser el caso de neoplasias metastasicas puede ser de
mayor utilidad la utilizacion de vectores no destinados o sistémicos.

Esta forma de Terapia Génica aunque mas eficaz en la distribucidon y expresion del gen
terapéutico puede conllevar mas riesgos para el paciente que en algunos casos pueden ser
irreversibles ya que su administracion es sistémica a diferencia de la Terapia Génica ex vivo

que permite retirar el implante o el injerto y de esa forma eliminar la fuente de distribucién
del vector.

Células diana

En Terapia Génica definimos célula diana como aquella que es susceptible de ser
transfectada por un vector ya sea viral o no viral y que ademas es capaz de expresar y de
secretar el producto génico expresado a partir de un gen terapéutico.
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Figura 5. Terapia Génica in vivo.

La célula diana ideal para desarrollar un protocolo de Terapia Génica sera aquella que
proceda de un tejido facilmente extraible del organismo, se cultive y se amplifique
comodamente y sea facilmente transfectable y reimplantable. Estas son las condiciones



ideales de una célula diana para llevar a cabo una Terapia Génica ex vivo y en este sentido
son esperanzadores los fibroblastos de la piel y el tejido adiposo, que rednen todas estas
caracteristicas. Desafortunadamente, la eficacia de transfeccion en estos tejidos no es la
suficiente por lo que se debe recurrir, en muchas ocasiones, a desarrollar una estrategia in
vivo. En el caso de una Terapia Génica in vivo, se podran utilizar vectores virales o no
virales sobre tejidos in vivo como puede ser la inyecciéon intrahepatica o intramuscular para
vectores dirigidos o la inyeccion intravenosa para vectores no destinados. Estas son tan solo
directrices muchas veces teéricas porque los factores para que se dé un protocolo ideal de
Terapia Génica son muy variables y muchas veces la flexibilidad en el establecimiento de un
protocolo es la Unica norma.

Otro tipo mas especifico de célula diana son los llamados linfocitos infiltrantes en tejidos
(TILs) que son linfocitos transfectados con determinados genes que junto con interleuquina
2 —factor de crecimiento de linfocitos— se infiltran en tumores sélidos y son capaces de
producir la apoptosis de células tumorales.

Por ultimo, y sera un tema que se abordara exhaustivamente en varios capitulos del
presente libro, el futuro de la Terapia Génica es posible que esté en las células madre
adultas y embrionarias. Asi, las células madre hematopoyéticas se muestran
esperanzadoras para la deficiencia de adenosina deaminasa, la Enfermedad de Gaucher o la
Granulomatosis Cronica, y los mioblastos, que son las células madre de tejido muscular, lo
pueden ser para la Distrofia Muscular de Duchenne. Por otra parte, las células madre
mesenquimales, que se estudian en el Capitulo 6, son otro tipo de células diana muy
atractivo que comienza a ser utilizadas en protocolos de Terapia Génica. La idea general de
la utilizacion de células madre adultas y embrionarias es que estas células se puedan
transfectar con vectores menos téxicos y mas seguros para el paciente y que gracias a sus
caracteristicas de diferenciacion y especializacion se pueda mantener mas a largo plazo la
expresion de un gen en niveles terapéuticos.

Terapia con células modificadas genéticamente

La modificacidon génica de diferentes tipos celulares, en particular de las células madre, esta
abriendo la posibilidad de desarrollar aplicaciones terapéuticas de estas células en areas
como la autoinmunidad, las lesiones del sistema nervioso central, las enfermedades 6seas o
articulares, el cancer o el infarto de miocardio. Buen ejemplo de ello son las distrofias
musculares, enfermedades que carecen actualmente de cura. Para éstas, los resultados con
vectores virales adenoasociados son los mas prometedores. Asimismo, la administracion
sistémica de oligonucledtidos antisentido ha tenido un gran éxito induciendo la expresion de
distrofina y la exclusion de exones ha mejorado la patologia muscular en modelos caninos
de distrofia. EI musculo distréfico también ha mostrado una importante mejoria bioquimica
y funcional al transplantar células madre miogénicas modificadas genéticamente. Del mismo
modo, la inyeccidon intravenosa de células precursoras mieloides derivadas de médula 6sea,
en las que se habia introducido el gen del receptor TREM2, disminuyd la destruccion tisular
y facilité la reparacién del sistema nervioso central en un modelo murino de esclerosis
multiple, mejorando los sintomas clinicos mediante la reducciéon del dafio axonal y
previniendo una desmielinizacidon posterior.

Las células madre derivadas de mdudsculo son aplicables en la regeneracion del cartilago
articular, hueso y musculo esquelético. Estas células pueden modificarse genéticamente
para secretar factores de crecimiento importantes en la reparacion de tejidos, actuando por
tanto como reservorios implantables de larga duracién de estas moléculas. Estas evidencias
sugieren que las células madre derivadas de musculo son apropiadas para la Terapia Génica
y su aplicacibn en patologias musculoesqueléticas. Esta poblaciobn de células
multipotenciales, aislada también a partir de tejido adiposo y médula 6sea, ha demostrado
que las células madre adultas modificadas con genes osteogénicos permiten reparar
fracturas y favorecer una rapida formacioén de hueso in vivo, probablemente debido a una



accion tanto autocrina como paracrina en las células del huésped, que potencia el efecto
osteogénico.

La porfiria eritropoyética congénita es una enfermedad autosOmica recesiva severa
caracterizada por la deficiencia de la enzima uroporfirinégeno IIl sintasa (UROS),
perteneciente a la ruta biosintética del grupo hemo. Recientemente se ha desarrollado un
modelo murino en el que la aplicacion de células madre hematopoyéticas transfectadas con
el cDNA del gen UROS humano mediante lentivirus, permitié una correccién completa de la
enfermedad a nivel fenotipico, metabdlico y enzimatico de larga duracion. En esta misma
linea se han utilizado células epiteliales amnidticas humanas inmortalizadas, en las que se
introdujo mediante un vector adenoviral el gen de la beta-glucuronidasa, para tratar la
mucopolisacaridosis tipo VII en modelos murinos.

Las células madre mesenquimales (MSCs) también pueden ser modificadas genéticamente
para aplicarlas en el tratamiento del cancer y en inmunomodulacién. Bajo una estimulacion
apropiada, las MSCs pueden comportarse como potentes células presentadoras de
antigenos, y se estan llevando a cabo estudios a cerca de la produccién de IL2 por estas
células como agente anticancerigeno. Los tumores cerebrales son muy agresivos y su
tratamiento es dificil debido a su localizacién, pero en los ultimos afios, se estan logrando
esperanzadores avances mediante el transplante de células madre neurales modificadas
genéticamente para producir moléculas antitumorales, y que tienen la capacidad de migrar
hacia el tumor, reduciendo su volumen.

La terapia con células modificadas genéticamente se ha aplicado también a las patologias
cardiacas, como el infarto de miocardio. Por ejemplo, la infusién intravenosa de células
madre mesenquimales transfectadas con vectores retrovirales, que sobre expresan la
quimioquina CXCR4, se ha utilizado para promover la llegada de células progenitoras a los
tejidos isquémicos y, por tanto, la reparacion tisular. EI modelo, desarrollado en ratas,
muestra una estrategia terapéutica util, segura y no invasiva para el tratamiento post-
infarto. De forma similar, el transplante de células madre neurales humanas que sobre
expresan VEGF en modelos murinos de hemorragia intracerebral, constituye un posible
tratamiento para este tipo de accidente cerebrovascular, al favorecer la angiogénesis en el
cerebro huésped y la recuperacion funcional en estos animales.

Riesgos de la Terapia Génica

Aungue parece sobre el papel extremadamente sencillo introducir un gen en un organismo
gracias a las técnicas de ingenieria genética de las que hoy disponemos, la cuestiéon es que
la naturaleza vela por el mantenimiento de su patrimonio genético —que a la postre es
funcional— de una manera sorprendente.

Los riesgos que se derivan de la aplicacion de un protocolo de Terapia Génica emanan
siempre del vector bien porque éste tiene efectos adversos per se, bien porque afecta y
llega a la linea germinal (células reproductoras) del individuo.

La experiencia acumulada de los distintos estudios de investigacion basica preclinica en
modelos animales y cultivos celulares asi como en estudios en curso de fases clinicas, han
demostrado que los vectores virales al interferir de forma directa en el patrimonio genético
de la célula pueden provocar efectos adversos muy graves, graves y moderados que se han
de tener en cuenta mas, quizas, que en cualquier otro tipo de ensayo farmacolégico. Esto es
asi por los propios mecanismos de defensa que la naturaleza y el individuo disponen para
rechazar y enfrentarse a una agresion contra el material genético que es, en definitiva, el
que controla todas y cada una de las funciones fisioldgicas e incluso la propia conservacion
de la especie. Es, por tanto, que el panorama se presenta poco alentador pero no por eso
imposible de abordar.
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Los principales riesgos derivados del vector de transferencia génica son fundamentalmente
cuatro. Por una parte y derivado de lo que se denomina recombinacién genética —proceso
sin lugar a dudas natural y con una finalidad de proteccion— los vectores pueden provocar
la induccién de determinados genes que bien pueden ser proto-oncogenes u oncogenes. En
segundo lugar, los vectores pueden integrar su material genético dentro del genoma celular
y producir procesos de mutagénesis insercional. En estos dos casos la induccién de procesos
neoplasicos mediante la desdiferenciacion y transformacion celular ante una agresion de
este tipo puede estar asegurada. En tercer lugar, existe la posibilidad, como asi se ha
demostrado aunque en muy pocos casos, que el vector alcance la linea germinal lo que abre
la gran incertidumbre de que los cambios introducidos pasen a las siguientes generaciones
con un caracter evidente de amplificaciéon de los riesgos anteriormente comentados. En
cuarto lugar, algunos vectores virales que presentan la ventaja de no producir mutagénesis
insercional si son altamente inmunogénicos, es decir, que estimulan una importante
respuesta del sistema inmune frente al virus introducido y que en algunos casos puede
suponer un riesgo anafilactico no menos importante y que en determinadas circunstancias
clinicas del paciente puede ser fatal.

Ante esta situacion serda preciso encontrar o disefiar un vector menos “ambicioso” en cuanto
a los niveles y duracién de la expresién pero que en contrapartida ofrezca una mayor
seguridad para el paciente receptor.
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CAPITULO 2
Terapia Génica viral. La paradoja de los lentivirus

Antonio Talavera

SegL’Jn Russell (1), “Terapia Génica” es un término que puede aplicarse a cualquier

procedimiento terapéutico (curativo) en el que se introducen genes en células somaticas
humanas. Esta definicién, que no es sino una de muchas que se han formulado hasta la
fecha, engloba cuatro conceptos clave: Introduccién, gen, célula diana y somatico.

El primero de los conceptos clave nos sefala ya de entrada que uno de los componentes
fundamentales de la Terapia Génica es el método usado para que los genes puedan ser
introducidos en las células. El proceso de suministro de material genético exdgeno a una
célula con el fin de que los genes contenidos en él se transcriban y traduzcan, es decir, que
se expresen, es conocido como transgénesis. El gen cuya expresidon se intenta obtener
mediante este proceso, ya sea con fines terapéuticos o simplemente analiticos, suele ser
conocido, a lo largo del proceso con el nombre de “transgén”.

La pregunta inmediata es: (Como es posible llevar a cabo este suministro? Sélo en casos
excepcionales, el material genético puede ser introducido directamente en la célula a la que
esta destinado, en cuyo caso se le denomina “DNA desnudo”. No obstante, la situacion mas
comun es que, a fin de que su entrada en la célula sea eficiente, dicho material genético se
debe encontrar formando parte de determinadas estructuras encargadas de su transporte,
llamadas, por ello, “vectores de transgénesis” (2).

La necesidad de vectores responde a la presencia de obstaculos que se oponen al proceso de
transgénesis. Estos obstaculos pueden estar presentes en el exterior de la célula, como por
ejemplo, en el supuesto de que la transgénesis tenga lugar en el organismo, es decir, in
vivo, y asi la presencia de nucleasas en el medio extracelular hace inviable el uso del
material genético desnudo. Un problema adicional es que el vector no hace, en general,
distinciones entre las células idéneas para la transgénesis y otras células, con lo que gran
parte del material que contiene el transgén va a ser desperdiciado en el interior de aquellas
células en las que, incluso en el supuesto de que sean capaces de expresarlo, y, por tanto,
no se obtendra el efecto deseado.

Pero no son éstas las Unicas barreras que se oponen a una transgénesis efectiva. Una vez
que ha llegado a la célula diana el material genético se encuentra con la barrera fisiolodgica
mas inmediata, la membrana plasmatica, que delimita lo que es el ambito celular impidiendo
la entrada indiscriminada de material externo al citoplasma celular. Existen maneras
naturales y artificiales para conseguir que el material genético sobrepase esta barrera, pero,
desgraciadamente, esta presente la siguiente “trampa” tendida por la célula al material que
consigue “colarse”: los lisosomas, destino casi obligado de las particulas que entran en la
célula por medio de invaginaciones de la membrana plasmatica que, una vez internalizados
reciben el nombre genérico de endosomas. En efecto, estas vesiculas citoplasmaticas,
experimentan, a lo largo del tiempo y mediante su unién con otras vesiculas enddgenas,
cambios en su contenido enziméatico y en su pH que permiten la digestion de los materiales
incluidos en ellas.

Aun cuando el vector empleado sea capaz de eludir la accidon de los lisosomas, el material
genético debe entrar en el ndcleo de la célula, ya que es en este compartimento celular
donde se encuentra la maquinaria enzimatica para que pueda llevarse a cabo la expresion
de los genes aportados. Para lograr esto, se debe atravesar la ultima de las barreras fisicas,
la envuelta nuclear que, en general, sélo deja paso libre a moléculas muy pequefias o que
posean un mecanismo especifico para traspasar a través de los poros nucleares presentes
en dicha envuelta.



Es obvio, pues, que el disefio de cualquier vector de transgénesis ha de tener en cuenta la
necesidad de sobrepasar todos estos obstaculos. La naturaleza ofrece muchos mecanismos
de evasion de estas barreras en el ciclo bioldgico de los diferentes tipos de virus. En efecto,
estos microorganismos, al ser parasitos celulares obligados han tenido, en su evolucion, que
optimizar los mecanismos necesarios para que su material genético sea expresado en el
interior de la célula y, en su inmensa mayoria, en el nucleo. Es por esto que los primeros
vectores de transgénesis que se disefiaron se basaron en la modificacién de diferentes virus,
recibiendo este tipo de vectores la denominacion genérica de “vectores virales” (3,4). En
otro capitulo de este libro se tratara detalladamente el otro tipo de vectores que no utilizan
componentes virales a los que se conoce como “vectores no virales” y que presentan
diferentes ventajas e inconvenientes, cuando se los compara con los vectores virales. Se
puede decir que, en general, los vectores virales garantizan la evasién de todos los
obstaculos anteriormente enumerados excepto la transgénesis de células no deseadas
(cuando el proceso tiene lugar in vivo), de manera espontanea, mientras que los vectores no
virales tienen que ser diseflados ex-profeso para este fin.

Si se analizan los distintos experimentos clinicos de Terapia Génica desde el nacimiento de
esta técnica hasta el afio 2007, el uso de vectores no virales (DNA desnudo, lipofeccién,
transferencia directa de RNA) alcanza el 26,5% de todos los vectores usados, mientras que
los vectores virales suman, entre todos, el 66,6%, es decir, las dos terceras partes del total.
Dentro de los vectores virales existe una clara competencia entre los adenovirales y los
retrovirales, habiendo aquellos sobrepasado a los segundos en el dltimo afio. Siguen en
importancia otros virus de los que mas tarde se hablara.

Vectores adenovirales

Los vectores adenovirales basan su existencia en los adenovirus (5,6), virus respiratorios
aislados por primera vez en 1953 por Rowe del tejido adenoidal nasofaringeo humano. Son
virus de forma regular icosaédrica, sin envuelta (Figura 1), de 120 nm de didmetro, cuya
capsida estd compuesta por 252 capsdmeros. Doce de dichas subunidades tienen simetria
pentdmera (pentones) y se colocan en los 12 vértices del icosaedro; de su base pentdnica
emerge una fibra que tiene un papel importante en el proceso de entrada del virus en la
célula huésped. Las caras del icosaedro estan formadas por 20 grupos de 12 subunidades
exbnicas (de simetria examera). A todas estas proteinas principales se agregan otras
secundarias que estabilizan la particula viral o virion.

Figura 1. Imagen de un adenovirus obtenida
por microscopia electrénica.



En el interior de la particula se encuentra el material genético, consistente en un DNA
bicatenario de 36 Kb, que codifica unas 2700 proteinas virales.

Los genes correspondientes a dichas proteinas se distribuyen en grupos, 4 de ellos E1 a E4,
de expresion temprana (antes de la replicacion del genoma viral), y 5 (L1 a L5) de expresiéon
tardia, una vez replicado el DNA. En la Figura 2 puede verse la localizacién de los diferentes
grupos de genes, asi como la direccion de transcripcion respecto al origen de coordenadas
arbitrario en uno de los extremos del DNA. La zona ampliada muestra que entre los
nucleoétidos 0 y 103 existe una zona llamada de “repeticion terminal invertida” o ITR, cuyo
nombre obedece a que en el otro extremo de cada cadena esta presente la secuencia
complementaria. Entre los nucleétidos 194 y 380 aparecen secuencias necesarias para que
los DNAs virales sean empaquetados en capsidas durante el proceso de ensamblaje de los
virus progenie. La entrada del virus tiene lugar mediante la unién de las fibras a receptores
especificos en la membrana plasmatica, seguida de la invaginacion de esta, con lo que el
virus entrante queda englobado en un endosoma que logra romper antes de entrar en la via
lisosomal. Una vez en el citoplasma entra en el nucleo, donde pierde la capsida y comienza
la expresion de los genes tempranos necesaria tanto para la replicaciéon del DNA como para
la expresion de los genes tardios, mucho de los cuales codifican las proteinas virales que se
ensamblan para producir, una vez encapsidado el DNA recién replicado, las particulas virales
correspondientes a la progenie.
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Figura 2. Esquema del genoma de un adenovirus, con las zonas de transcripciéon temprana (E)
y tardia (L). El cerco ampliado muestra las zonas de control cercanas al extremo de la
molécula de DNA (2).

Ciertas caracteristicas de los adenovirus, tales como el gran tamafio de su genoma, capaz
de albergar transgenes de gran longitud, la presencia extracromosémica de su DNA en el
nucleo de la célula —estado calificado como “episomal”™—, asi como el conocimiento de
numerosos serotipos en los adenovirus humanos, hicieron que estos virus fueran
contemplados como fuente de vectores de transgénesis, especialmente para Terapia Génica.
En una primera generacion de vectores adenovirales, el transgén era insertado en un
plasmido que contenia la region del extremo izquierdo del DNA viral, precisamente en el sitio
del gen temprano E1l. Este plasmido se introducia, por electroporacién, en una estirpe
celular humana que expresaba constitutivamente dicho gen, junto con la mayoria de la parte
derecha del DNA viral, de manera que ambas zonas virales, la contenida en el plasmido y
portadora del transgén y la que contenia el extremo derecho, solapasen. La presencia de la
zona de solapamiento permitia que se generase, mediante recombinacion homoéloga, un DNA
viral de longitud completa y portador del transgén. La expresion en la célula de todos los
genes virales permitia la formacion de particulas de adenovirus capaces de transducir el
transgén.



Estos primeros vectores provocaban reaccién inmune, debido a que la inactivacion de E1 no
abolia completamente la expresiéon, en las células transducidas, de los genes tardios. Tras
una segunda generaciéon de virus en que se traté de inactivar otros genes tempranos —con
poco éxito—, se disefiaron nuevos vectores en los que se abolieron todos los genes
estructurales del DNA viral, dejando sélo las zonas necesarias para la replicacion y
encapsidacion del DNA. Estos vectores de tercera generacion o vectores vacios (7)
necesitan, para su formaciéon, detalles de ingenieria genética adicionales relativos a la
expresion, en las células encargadas de la formacidon de los virus recombinantes o
transductores, de genes virales que aunque son capaces de dar lugar a las proteinas de la
capsida se encuentran inhabilitados para su encapsidacion.

Vectores adenoasociados

Los virus adenoasociados, icosaédricos sin envuelta, de 18-26 nm de diametro, pertenecen
al género Dependovirus, dentro de la Familia Parvovirodae, cuyo nombre se refiere al
pequefio tamafo de las particulas. Su simplicidad genética determina que cuando infectan
una célula la infeccién no sea productiva de nuevos virus a menos que la misma célula sea
infectada, en ese momento o en otro posterior, por otro virus mas poderoso genéticamente,
que preste las funciones de las que el parvovirus carece y que, generalmente, es un
adenovirus —de ahi el nombre de adenoasociados— (Figura 3a).
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Figura 3. a) Microfotografia electrénica de una preparaciéon de virus adenoasociados, acomparfiados por un
adenovirus auxiliar. b) Esquema del genoma del virus adenoasociado. Las flechas verticales sefalan la
posicion de los promotores (2).

Su genoma consiste en un DNA de cadena simple de 4680 nucleétidos, con regiones
terminales invertidas de 145 nucleétidos. Este genoma contiene tan sélo 3 fases abiertas de
lectura que, comenzando en tres promotores diferentes solapan entre si, y dan lugar a 7
proteinas, ya que cada uno de los 3 RNAs mensajeros pueden sufrir, o no, procesos de corte
y ligamiento (“splicing”) diferentes (Figura 3b). En ausencia del virus auxiliar, los virus
adenoasociados pueden integrar su genoma en sitios determinados del genoma celular, de
donde son rescatados cuando tiene lugar la infeccién por el virus auxiliar. Esta presunta
capacidad de integracion especifica se cita cominmente como una de las ventajas de estos
virus para la preparacion de vectores, aunque en la mayoria de los casos dicha especificidad
es abolida como consecuencia del proceso de vectorizacion.

La preparaciéon de virus adenoasociados portadores de un transgén (8) requiere disponer de
un genoma viral clonado en el que todas las secuencias del genoma viral, excepto las ITR y
las zonas no codificantes adyacentes a éstas, hayan sido sustituidas por el transgén. Esta
construccién se introduce en las células junto con otros dos plasmidos portadores de los



genes auxiliares del adenovirus y los genes estructurales del virus adenoasociado,
respectivamente, que, como en el caso anterior, han sido inhabilitados para su
encapsidacion. El inico DNA empaquetado en las particulas virales formadas por la célula asi
tratada sera el que corresponde a los virus adenoasociados recombinantes.

El principal inconveniente de este tipo de vectores es, dado su pequefio tamafo, la
imposibilidad de transducir genes de tamafo superior a 5 Kb, aunque se ha apelado, a
veces, a trucos basados en sefales de “splicing” o recombinacién homologa para que dos
mitades de un transgén, aportada cada una de ellas por un adenoasociado diferente, se
combinen en el interior de la célula.

Vectores basados en herpes virus

Los herpes virus constituyen un grupo de virus con DNA bicatenario, de unos 1500 pares de
bases, dividido en dos secciones, U_ y Us de distinto tamafio, y flanqueadas por sendas
repeticiones terminales invertidas. Ambas secciones pueden disponerse de forma directa o
invertida una con respecto a la otra. La particula consiste en una capsida icosaédrica
rodeada de un tegumento —adquirido en el paso del virus por el sistema de Golgi en su
camino de salida de la célula—, que a su vez se rodea de una envuelta viral (Figura 4).
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Figura 4. a) Microfotografia electrénica del virus herpes simplex. b) Esquema de una particula completa
con envuelta, tegumento y capsida. c) Esquema del genoma del herpes virus, sefialando las secciones
larga y corta, los correspondientes ITRs y la localizacién de los genes responsables de la latencia de la
infeccion viral (2).

El genoma de los virus herpes de tipo 1 contiene unos 75 genes, de los cuales,
aproximadamente, 35 son esenciales para el ciclo viral, mientras que el resto del genoma lo
constituyen genes accesorios, en el sentido de que su inactivaciéon no afecta a la infectividad
del virus, por lo que pueden ser sustituidos por genes celulares. Destaca la presencia de la
zona LAT responsable del estado de latencia que alcanza el virus durante largos periodos.

La infeccion por virus herpes tiene lugar en células epiteliales, siendo los virus originados en
esta infeccion primaria los que alcanzan las terminaciones nerviosas sensoriales para
después ser transportados a lo largo del axén hasta el nlcleo neuronal, donde, merced a la
accion de los genes de la zona LAT entran en estado latente, quedando en forma
extracromosémica hasta que algun tipo de estimulo (inmunosupresion, estrés, fiebre, ciertas
enfermedades) reactivan la fase litica. Al final de ésta, los viriones emergen del ndcleo y son
transportados por el axén hasta la terminacién nerviosa, donde tiene lugar una nueva
infeccion aparente (y recurrente), cerca del sitio de la infeccidon primaria.



La capacidad de los herpes virus para infectar neuronas ha determinado el desarrollo de los
correspondientes vectores (9) para una futura Terapia Génica de enfermedades que afectan
al sistema nervioso tanto central como periférico, desde tumores hasta enfermedades
degenerativas, pasando por el tratamiento del dolor crénico.

Retrovirus y sus vectores derivados

La Familia Retroviridae se clasifica actualmente en 7 géneros, cinco de los cuales se
engloban, por su capacidad de producir tumores sélidos o leucemias, en un grupo que recibe
el nombre de Oncoretrovirus. A éstos se suman el género Lentivirus, llamado asi por el
curso lento de su infecciéon, y el género Espumavirus, nombre que obedece al aspecto
vacuolado de las células infectadas por este tipo de virus que, por otra parte, no producen
ningun tipo de patologia aparente.

Los retrovirus son virus con envuelta, de unos 100 nm de didmetro. En el interior se
encuentra la nucleocapsida que contiene el material genético complejado con proteinas. La
envuelta contiene proteinas especificas de origen viral que son las que se unen al receptor
celular en el momento de la infeccidon y otras proteinas de origen celular que permanecen al
emerger la particula viral de la célula, por gemacion (Figura 5).
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Figura 5. Ciclo biolégico de la infecciéon por retrovirus. La parte izquierda comprende las fases
tempranas de la infeccion, desde la entrada del virus a la integracién del provirus. La parte
derecha comprende las fases tardias que van desde la transcripcion del provirus a la salida de las
nuevas particulas por gemacion.

El material genético contenido en las particulas retrovirales esta constituido por dos
moléculas de RNA. El genoma del virus se guarda en la célula infectada como un DNA



integrado en el DNA celular, desde donde se expresan los genes virales para dar lugar a los
virus progenie. Esta paradoja es debida a que tras la entrada de los virus en la célula
—proceso que necesita al menos dos componentes de la superficie celular, receptor y
correceptor—, el RNA unicatenario viral, con el concurso de la enzima transcriptasa inversa
(RT) contenida en el virus, se transforma en un DNA bicatenario mediante un complejo
proceso de sintesis en el que la molécula de RNA, aunque lineal, se comporta como si sus
extremos estuviesen unidos, es decir, como una circunferencia virtual. Ambas cadenas de
DNA, negativa (-) y positiva (+) comienzan su sintesis en lugares precisos del genoma y la
cadena (-) se copia directamente del RNA viral, utilizando como cebador un tRNA celular. La
cadena (+) es una copia de la cadena (-) y utiliza como cebador un resto del RNA viral que
ha ido degradandose en el proceso de copia. En el DNA bicatenario estan presentes todas las
secuencias del RNA, algunas de las cuales se repiten, en disposicion directa, a ambos lados
de la nueva molécula constituyendo las estructuras llamadas “repeticiones terminales
largas” o LTRs.

Este DNA no sé6lo ha de tener acceso al nldcleo para poder expresar sus genes, sino que,
ademas, ha de integrarse en la cromatina nuclear. Para este fin, otra enzima del virus, la
integrasa (IN), acompafa al DNA desde el momento de su sintesis, y se encarga de cortar el
DNA celular en determinados lugares, cuya naturaleza preferente depende de la especie
viral, con el fin de acoplar a dicho corte el empalme del DNA viral, que queda en el llamado
estado de provirus.

Todos los retrovirus, sin excepcion, contienen tres genes principales llamados “canodnicos”,
que codifican las proteinas estructurales de la capsida (gen gag), las enzimas RT e IN (gen
pol), y las proteinas virales de la envuelta (gen env). De cada uno de estos genes se
expresa una poliproteina que, una vez el virus sale de la célula, y por la acciéon de la
actividad proteéasica de una de ellas, se resuelve en dos o varios componentes, durante el
proceso conocido como maduracion. Estos genes se expresan a partir del provirus, con el
concurso de la maquinaria celular de transcripcion, y a partir de un promotor que se
encuentra en los LTRs. Solamente el LTR izquierdo es operativo para el provirus; el
contenido en el LTR derecho es tan solo un recuerdo del pasado del RNA de la molécula
pero, una vez insertado el provirus, puede activar otros genes que queden adyacentes a él.

El retrovirus mas conocido y publicitado hoy dia es el virus de la inmunodeficiencia humana
adquirida (VIH), agente causal del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida o SIDA.
Anteriormente, el modelo de retrovirus correspondia al virus de la leucemia murina de
Moloney (MoMLYV), a partir del cual se disefiaron los vectores virales de Terapia Génica mas
usados en experimentacion y en la clinica durante muchos afios. La preparacion de dichos
vectores ha seguido pautas diversas, todas ellas necesitadas de un elemento central, el
plasmido llamado “vector retroviral gendmico”, que incluye un provirus en el que los 3 genes
estructurales, han sido eliminados y sustituidos por el transgén (Figura 6).

Las deméas regiones no codificantes, entre las que se incluyen no sélo los LTR sino también
otras secuencias necesarias para el correcto funcionamiento de la transcripcion reversa para
la encapsidacion del RNA (zona v), se conservan en este vector plasmidico. Esta
construccion se introduce en una célula apropiada junto con otros plasmidos que aportan los
genes estructurales gag, pol y env, que al expresarse forman particulas virales en las que se
encapsida exclusivamente el RNA procedente del vector retroviral gendmico, ya que los
otros plasmidos no poseen ninguna regién de empaquetamiento.

Un inconveniente que presentan los vectores derivados del MoMLV es que son incapaces de
transducir células que se hallan en estado de reposo. Ello es debido a que el DNA viral, cuya
sintesis tiene lugar en el citoplasma, no posee mecanismos especificos de entrada en el
nucleo, por lo cual ha de esperar a que la célula infectada entre en mitosis —momento en el
que se desintegra la envuelta del ndcleo— para entrar en contacto directo con el material
nuclear. Una situacion diferente la ofrecen los Lentivirus y, por lo tanto, los vectores
basados en su ciclo biolégico (10). En efecto, los virus de este género poseen en el DNA



recién sintetizado una caracteristica que no se encuentra en los Oncoretrovirus y es que
hacia su parte media existe una zona de 88 nucle6tidos en la que una de las cadenas de
DNA esta representada dos veces (Figura 7), con lo que dicha zona actlda como una triple
hélice.
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Figura 6. Preparacion de retrovirus recombinantes transductores
mediante cotransfeccién con tres plasmidos. Notese que solamente el
plasmido portador del transgén entre dos LTR (vector retroviral
genomico) incluye una secuencia de empaquetamiento de RNA (v) (2).
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Figura 7. “Solapa central” del DNA pre-proviral del virus de la leucemia felina (adaptado Ref.
11).



Esto es asi porque la cadena de DNA (+) se sintetiza a partir de dos origenes, en lugar de
hacerlo a partir de uno sélo, como sucede en los Oncoretrovirus. Ademas, el DNA sintetizado
a partir del primer origen, o principal, (hacia la derecha y pasando de un extremo a otro de
la circunferencia virtual de la que se hablaba) continla su elongacién por encima del origen
secundario hasta que, 88 nucleétidos mas adelante, encuentra una sefial de terminacion, lo
que determina el solapamiento sefialado. Esta estructura facilita el plegamiento del DNA y
su acomplejamiento con proteinas que facilitan su paso a través de los poros nucleares
(12,13).

La preparacion de vectores basados en lentivirus (14,15) requiere conocer otras
caracteristicas diferenciales de este grupo. A pesar de que el VIH ha representado y todavia
continua siendo un peligro epidemioldgico desde el punto de vista sanitario y de Salud
Publica, éste virus patégeno ha sido, a pesar de todo, el primer /entivirus empleado en el
disefio de este tipo de vectores —jla paradoja de los lentivirus'—.

El SIDA como patologia fue descrito en 1981 en los Estados Unidos, como consecuencia de
una serie de casos de neumonia, cuya aparicion fue mas préxima en el tiempo de lo que
cabia esperar en términos estadisticos y epidemioldgicos. Alertadas las autoridades
sanitarias de aquel pais se observd que la raiz de aquella “epidemia” era una enfermedad
inmunosupresora, y la neumonia era tan solo uno de los sintomas que se podian derivar de
tal condicién, siendo el mas general (y causa de todos los demas) un descenso progresivo
del nivel de linfocitos CD4". Otros sintomas eran: infecciones por protozoos, bacterias o
levaduras; linfomas y sarcomas; manifestaciones neuroldgicas, etc., que aparecian después
del largo periodo de latencia tipico de las infecciones por lentivirus. Pronto se vio que el
contagio tenia lugar por via sexual y, finalmente, en 1984, se describid el agente que
causaba la enfermedad —un retrovirus— que resulté ser el tercer lentivirus humano
descrito, después de que en 1977 se describieran dos que causaban leucemias.

Un detalle del ciclo del VIH a tener en cuenta tanto en cuanto a su epidemiologia como a la
hora del disefio de vectores es que para su entrada en la célula necesita un receptor y un
correceptor. El receptor es precisamente la proteina de superficie CD4 que identifica a los
linfocitos CD4™ (linfocitos helper o auxiliares), aunque también esta presente en otras
células del sistema inmune, como los macréfagos, que en determinadas circunstancias
pueden servir de reservorio del virus, lo que explica las recidivas que aparecen tras la
interrupciéon de los tratamientos antirretrovirales. Una vez el virus se ha unido al receptor,
su entrada en la célula no tiene lugar sino con el concurso de otro tipo de moléculas,
también presentes en la membrana celular, que normalmente sirven de receptores para
citoquinas, y entre las que se encuentran moléculas como CCR5 o CXCR4.

Otra caracteristica del virus del SIDA es que, ademas de los tres genes “candnicos”, su
genoma presenta una serie de genes, llamados accesorios, cuya accién en el curso de la
infeccion viral hay que tener en cuenta a la hora de disefiar vectores, ya que algunos de
ellos son imprescindibles para la sintesis del RNA, mientras que la presencia de otros podria
determinar que los vectores no fuesen operativos. Estos genes se denominan tat, rev, nef,
vpu, vpry vif (Figura 8). Las secuencias de muchos de estos genes solapan entre si o con
las de otros genes. Ademas, los genes tat y rev no son continuos, necesitando de “splicing”
para su expresion.

Aplicaciones recientes de los vectores lentivirales

El desarrollo de los vectores lentivirales ha llevado en los ultimos dos afios a estudios de
Terapia Génica aplicada a tejidos cuyas células no se encuentran normalmente en division
(16), como es el caso de muchas células del sistema nervioso (17,18), con el objeto ultimo
de tratar enfermedades degenerativas como la enfermedad de Parkinson o la de Alzheimer,
o sobre los islotes de Langerhans, con el fin de detener el progreso de destruccion de las
células beta, causa principal de la diabetes de tipo | (19,20). Otro tejido candidato es el



muscular, en el caso de la distrofia muscular (23), o las células madres hematopoyéticas, en
la hemofilia (21) o la anemia de Fanconi (22). También se ha estudiado la posible aplicacion
de los vectores lentivirales en la Terapia Génica del cancer (24,25), idéneos especialmente
en la consecucion de inmunoterapia mediada por células dendriticas (26).

Sin embargo, la aplicacion de los vectores lentivirales en la que se ha puesto quizas mas
esfuerzo es la que termina de completar la paradoja referida anteriormente: la aplicacion de
vectores basados en el VIH para combatir al propio SIDA. En efecto, esta enfermedad afecta
a diversos tipos de células que derivan de las células madres hematopoyéticas por lo que su
Terapia Génica puede ser mas efectiva y duradera si se aplica a estas células precursoras en
lugar de hacerlo empleando como diana células diferenciadas. Ademas, el reservorio
principal del virus son los macroéfagos, células diferenciadas a término y que han perdido su
capacidad de division. En ambos tipos de células los vectores lentivirales son los de eleccién
a la hora de introducir genes que puedan neutralizar o interrumpir el ciclo infectivo del VIH.
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Figura 8. Esquema del genoma del VIH (2).

Por ejemplo, se muestran esperanzadores los sefiuelos (“decoys”) que se unen
engafiosamente a proteinas virales, no permitiéndoles alcanzar las moléculas auténticas
sobre las que ejercen su funcién; tal es el caso del sefiuelo Tar (27-29). Una proteina, la
proteina TAT, se une normalmente a los RNAs virales nacientes por una secuencia presente
en éstos que es la secuencia Tar, unién sin la cual no se completa la sintesis de dicho RNA.
El sefiuelo es un gen que al transcribirse produce en la célula una gran cantidad de
pequefios RNAs con la secuencia Tar, de manera que las moléculas de TAT quedan
secuestradas y sin acceso a los RNAs virales que las necesitan, hecho que bloquea el
desarrollo del virus.

Otros tipos de genes terapéuticos utilizados son los que codifican las ribozimas que son
RNAs de caracter enzimatico que destruyen a otros RNAs de manera especifica, al
reconocerlos como complementarios (28). También se muestran de utilidad los RNAs
antisentido capaces de bloquear la traduccién de un mRNAs que sea complementario, pero
sin provocar su destruccion, como en el caso de las ribozimas (30). O los RNAs capaces de
provocar el fendbmeno de interferencia (31,32). Algunas de estas estrategias se han
combinado para lograr una mayor eficacia de neutralizacion del virus (33).
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CAPITULO 3
Vectores no virales en Terapia Génica

Concepcion Tros de Ilarduya

Los vectores no virales sintéticos se han desarrollado como una alternativa para superar

muchos de los problemas de seguridad asociados a los vectores virales. En Gltimo extremo,
el desarrollo completo de un vector no viral implicaria, entre otros aspectos, la equiparacion
de los niveles en cuanto a eficacia de los vectores virales, limitando al maximo sus
inconvenientes.

La Terapia Génica no viral considera el desarrollo de las moléculas de un DNA terapéutico
como si se tratase de un producto biofarmacéutico, que debe ser administrado en su forma
farmacéutica adecuada para que sea activo, seguro y estable. A esa medicina que utiliza esa
forma farmacéutica se le denomina medicina génica. Su objetivo es conseguir formulaciones
del DNA que permitan a los genes ser administrados directamente a los pacientes, utilizando
procedimientos tradicionales que consigan dirigir el DNA terapéutico a las células diana y
expresar el gen de forma controlada dentro del organismo. Asi, la medicina génica puede
proveer al organismo de cualquier proteina terapéutica, incluyendo las que tienen efectos
autocrinos, paracrinos o endocrinos. Se trata de desarrollar sistemas sintéticos que imiten
las funciones de los virus como vectores de transferencia génica, pero con una mayor
seguridad.

La tecnologia farmacéutica ha ganado experiencia en relaciéon con los sistemas avanzados de
administracion de farmacos. En concreto, el desarrollo de sistemas sintéticos para la
liberacién controlada y la vectorizacion de farmacos ofrecen un fundamento al desarrollo de
la Terapia Génica no viral. Estos sistemas incluyen: los lipidos catiénicos, los liposomas,
agentes condensantes de diversa naturaleza y vectores poliméricos como nanoparticulas y
microparticulas.

La mayoria de los vectores no virales estan basados bien en la encapsulacién, o bien en la
condensacion del acido nucleico en particulas por interaccion electrostatica con los agentes
condensantes (en general cargados positivamente), con el objeto de proteger al DNA de la
degradacién y facilitar su entrada en la célula. Para conseguir la transferencia del &cido
nucleico a la célula mediada por un vector no viral, es necesaria la consecucién de una serie
de etapas que incluyen la preparacion del vector, la interaccién con la membrana plasmatica
e internalizacion celular, el paso por el endosoma (en algunos casos), la migracién a través
del citoplasma, la entrada al nucleo y la liberacion del acido nucleico de forma disponible. En
la liberacion de los acidos nucleicos in vivo existen obstaculos adicionales que deben ser
superados, entre los que se incluyen barreras fisioldgicas, interacciones inespecificas con los
fluidos biolégicos, la matriz extracelular y las células no diana. Finalmente, es necesario que
se produzca el reconocimiento y la internalizacion lo mas especifica posible en las células
diana, y al mismo tiempo se debe evitar en lo posible la entrega no especifica del gen y los
efectos secundarios adversos.

Conviene sefialar, que en la transferencia génica no viral habitualmente no existe
integracion del gen terapéutico en el genoma de la célula huésped. EI DNA administrado
suele permanecer en el ndcleo como un episoma. Esta propiedad permitiria considerar a
estos sistemas de Terapia Génica como si fuesen farmacos convencionales, en el sentido de
poder determinar la dosis necesaria en funcion del efecto deseado.

Los vectores no virales de Terapia Génica se componen de tres elementos (1,2): un gen que
codifica la proteina terapéutica, un sistema de expresion basado en DNA plasmidico que
controle tanto la funcién del gen dentro de la célula huésped como la secrecion de la
proteina terapéutica producida, y un sistema sintético de liberaciobn que controle la



distribucion, liberacion, reconocimiento e internalizacion del gen. En resumen, un plasmido y
un vehiculo adecuado. Aunque lo mas sencillo seria inyectar directamente el acido nucleico
(DNA “desnudo”) en el 6rgano de interés, este procedimiento es poco eficaz ya que el DNA
se degrada rapidamente por la accion de las nucleasas celulares presentes en el suero
sanguineo. Con esta idea los vectores no virales pueden clasificarse seguin su especificidad y
segun la naturaleza de su composicion.

Vectores no virales seglin su especificidad
Vectores no virales inespecificos

Se denominan vectores no virales inespecificos a aquellos que no poseen elementos cuya
funcién esté orientada a liberar selectivamente en las células el &cido nucleico que
transportan. La forma de interaccion de estos vectores con la membrana celular es por
tanto, inespecifica. En principio, cualquier tipo de célula es susceptible de ser transfectada
por un vector inespecifico, aunque existen diferencias en la eficacia de transfeccién que
depende de factores como la naturaleza del tipo celular o su accesibilidad.

Vectores no virales especificos

Con el objetivo de aumentar la eficacia de transfeccién y afadir especificidad a la Terapia
Génica, se ha combinado e incluso combinado e intercalado la interaccién no especifica entre
la superficie celular y los vectores por un mecanismo especifico de internalizacion celular
mediado por receptor, mediante la incorporacién de ligandos unidos a los vectores. Esta
vehiculizacién especifica se denomina “targeting”, término que literalmente significa
“dianizacion” y que puede ser traducido como “direccionamiento”.

El concepto de transferencia génica mediada por receptor esta basado en los mecanismos de
entrada utilizados por los virus y las toxinas, pero también en los empleados en la
internalizacion de macromoléculas, incluyendo nutrientes (por ejemplo, LDL o transferrina) y
factores de crecimiento y hormonas (insulina, VEGF, EGF o FGF). Los ligandos o “elementos
direccionadores” pueden ser proteinas, péptidos, carbohidratos, vitaminas e incluso
anticuerpos que reconocen especificamente un elemento de la superficie celular. Para la
seleccion del elemento direccionador es necesario evaluar previamente la abundancia del
receptor en las células diana, la especificidad, la afinidad del ligando y si la interacciéon del
ligando con el receptor de membrana es capaz de activar un proceso de internalizacion
celular.

Vectores no virales segiin su composiciéon

Seguln su composicion los vectores pueden dividirse en vectores de base lipidica, de base
polimérica o de composicidon mixta.

Vectores de base lipidica

Los vectores de base lipidica (liposomas y lipoplejos) se han mostrado particularmente
eficaces en la transferencia génica con plasmidos. La interaccion electrostatica entre el DNA,
cargado negativamente y las moléculas cargadas positivamente hacen que se formen unos
complejos mas o menos estables entre ambos materiales.

Los liposomas (Figura 1) son estructuras vesiculares formadas por una o varias bicapas
fosfolipidicas, las cuales poseen uno o varios espacios acuosos en su interior.
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Figura 1. Estructura de un liposoma.

Los liposomas se caracterizan por tener una composiciéon basada en lipidos anibénicos o
neutros (3), encontrandose el acido nucleico encapsulado en los compartimentos acuosos
internos de un liposoma esférico, ya sea éste mono o multilamelar. En este caso, la entrada
a las células del acido nucleico se produciria por fusién del liposoma con la membrana
celular (liposomas neutros) o por endocitosis del liposoma (liposomas anionicos) (4).

Los problemas para conseguir rendimientos de encapsulacion del acido nucleico aceptables,
junto con la necesidad de separar los liposomas con el DNA encapsulado de las vesiculas
vacias, ha conducido al desarrollo de vectores basados en lipidos catidnicos, los cuales no
presentan estos inconvenientes, por lo que la mayoria de la experimentaciéon en Terapia
Génica con vectores lipidicos se fundamenta en formulaciones con lipidos catidnicos. En
general para la preparacion de liposomas (Figura 2) se precisan, al menos, 5 etapas
fundamentales: Humidificacién, dilatacion, agitacion para formar vesiculas multilamelares,
extrusidon y homogenizacién/sonicacion.
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Figura 2. Preparacion de liposomas.

La lipofeccion mediada por liposomas (Figura 3) se puede llevar a cabo de forma
convencional por la fusién entre membranas lipidicas; mediante interacciones electrostaticas
con liposomas catiénicos; de forma dirigida mediante ligandos conjugados que encuentran
un receptor especifico en la membrana de la célula diana o bien por mecanismos aleatorios.
En cualquier caso, el paso del lipocomplejo a través de la membrana celular estd mediada



por endosomas y se precisa un transporte activo para que el DNA alcance el nicleo (Figura
4).
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Figura 4. Lipofeccion con liposomas a través de via endosémica y
transporte activo hacia el nucleo celular.

Se denominan lipoplejos (lipoplexes) a los complejos formados por un acido nucleico y un
lipido catidnico. La interaccion electrostatica del acido nucleico con las cabezas polares
cationicas del lipido, tiene como resultado la formacién de particulas de formas y tamanos
muy variables dependiendo del tipo de lipido utilizado y del método de preparaciéon. La carga
positiva del lipido, ademas de promover la formacion espontanea de los complejos, facilita
también la interacciéon del complejo con la membrana plasmatica, también cargada
negativamente, probablemente a través de la interacciéon con los proteoglicanos (5).

Los primeros trabajos con lipidos catidnicos se remontan al afio 1987, en que se describe la
utilizacién in vitro del lipido catidnico sintético, DOTMA (cloruro de N-(1-(2,3-dioleiloxi)
propil)-N,N,N-trimetilamonio), cuya actividad de transfecciéon era de 5 a 100 veces mayor
que la de los agentes no virales utilizados en aquel momento, como el fosfato de calcio y el
dextrano (6). Desde entonces, se ha desarrollado una gran variedad de lipidos catiénicos



para la transferencia de acidos nucleicos. El prototipo de formulacion formada por lipidos
catioénicos incluye el bromuro de DOTMA junto con la dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) o
el colesterol.

Desde la introduccion en el mercado del reactivo de transfeccidon Lipofectin (compuesto por
una mezcla 1:1 (p/p) de DOTMA y DOPE (6), se han desarrollado multitud de formulaciones
lipidicas para transfecciones con plasmidos, incluyendo otros lipidos analogos del DOTMA
como el 1,2-dioleoiloxi-3-(trimetilamonio) (DOTAP) (Figura 5) (7), el bromuro de 1,2-
dimiristiloxipropil-3-dimetilhidroxietilamonio (DMRIE) y el trifluoroacetato de 2,3-dioleiloxi-
N-[2-(espermincarboxamida)etil]-N,N-dimetil-1-propanaminio) = (DOSPA). También se
utilizan derivados de colesterol, principalmente el 3-B-[N-(N",N” -
dimetilaminoetano)carbamoil]colesterol (DC-Chol) (8).
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Figura 5. Estructura de DOTAP.

Generalmente, un lipido catiénico consta de una cabeza polar, en la que las cargas positivas
las proporcionan uno o varios grupos amina (primarios, secundarios, terciarios o
cuaternarios) y una cola hidrofébica, que suele estar compuesta por dos cadenas
hidrocarbonadas, que pueden ser saturadas o insaturadas.

Estos complejos han mostrado in vitro eficacias de transfeccion muy altas; incluso se han
mostrado eficaces in vivo por diversas vias de administraciéon. Uno de los inconvenientes
ligado al uso de lipidos catidénicos es su posible toxicidad, que depende de la dosis empleada.
A dosis bajas, practicamente no se observan efectos secundarios, pero a dosis altas pueden
producir inflamacién aguda. Esta toxicidad se debe a la interaccion de sus cargas con la
superficie celular (9), aumentada por el hecho de que los lipidos catiénicos pueden no ser
metabolizados ni excretados, acumulandose en el organismo. La eficacia de transfecciéon in
vitro de los lipoplejos supera a la de los sistemas basados en liposomas clasicos, por lo que
su uso se ha generalizado con buenos resultados como método de transfeccién no viral en
muchas lineas celulares.

También se han desarrollado diversos modelos de transfeccién in vivo basados en lipoplejos,
unos por administracion por via sistémica (10) y otros a través de administraciéon no
sistémica (11). Sin embargo, los resultados de la utilizaciéon in vivo de los lipoplejos no son
muy alentadores hasta el momento, ya que su efectividad in vivo es muy baja, sobre todo
cuando se compara con la de los vectores virales. Parece ser que la escasa eficacia de los
lipoplejos in vivo es debida a la interaccién de éstos con las proteinas del suero (12), que
induce su agregacion (13) y la activacion del sistema del complemento (14), que conduce a
la eliminacion de los lipoplejos antes de que puedan alcanzar las células diana. Este
inconveniente hace que muchas investigaciones se dirijan a mejorar las posibilidades de
internalizacion de los genes terapéuticos mediante el disefio y desarrollo de diferentes
sistemas no virales dirigidos al 6rgano diana de interés.

Los primeros intentos de direccionamiento de vectores de base lipidica se realizaron con
composiciones lipidicas clasicas, por un lado buscando evitar la inhibicién por el suero de los
lipoplejos especificos y por otro dotando al vector de especificidad en la entrega tanto in
vitro como in vivo (15). Referente al direccionamiento in vitro, se han utilizado diversos
elementos direccionadores, como son los lipidos glicosilados (16), las proteinas tales como



las integrinas (17), la transferrina (18) y los anticuerpos frente a diversos elementos de la
membrana.

El direccionamiento in vivo, se ha intentado desarrollar, sobre todo, para la administracion
sistémica, que es el tipo de administraciéon en la que se produce un mayor ndmero de
problemas por la inespecificidad de los lipopoliplejos. Los elementos direccionadores mas
frecuentes son glicolipidos (19) o glicoproteinas unidas a los lipoplejos (20), que son
reconocidos por receptores hepaticos. Ademas, de su papel como elementos
direccionadores, los ligandos unidos podrian jugar un papel protector frente a la inhibicién
del suero.

Vectores de naturaleza polimérica

El complejo formado por el DNA plasmidico con los lipidos catidnicos es ineficaz para la
transferencia génica en diversos 6rganos y tejidos, como es el caso del musculo esquelético.
Por esta razén, se han desarrollado sistemas de transferencia génica no virales basados en
la acomplejacion del DNA con diferentes polimeros. Dentro de este tipo de vectores de
naturaleza polimérica estan los poliplejos, las microparticulas y las nanoparticulas.

El precursor de los actuales polimeros catidnicos fue el DEAE-dextrano, que ya en los afios
70 se utilizaba como aditivo en la transferencia de genes con virus, porque en su presencia
se incrementaba la infectividad viral. A mediados de los 80 se empezé a utilizar de forma
analoga a como se hacia con el fosfato de calcio o la polilisina, que es un polimero
biodegradable, adecuado para su uso in vivo, aunque de manifiesta toxicidad y menor
eficacia de transfeccién que la polietilenimina. Practicamente todos los trabajos realizados
con poliplejos en la década de los 90 se basan en la utilizacidon de la polilisina como reactivo
de transfeccion. Sin embargo, en 1995 aparecen los polimeros catidnicos utilizados
actualmente en Terapia Génica, como son la polietilenimina, los dendrimeros, los
polimetacrilatos, los péptidos de cadena corta, y entre 1995 y 1997 el quitosano y los
péptidos anfifilicos. Actualmente existen polimeros catidnicos que muestran la capacidad de
transfectar in vitro. Son proteinas, polipéptidos, poliglucoaminas y polimeros sintéticos (21)
(Figura 6).
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Figura 6. Distintos tipos de polimeros utilizados en la transferencia de genes.

La condensacion del DNA plasmidico con polimeros sin carga, como pueden ser la
polivinilpirrolidona (PVP) o el polivinilalcohol (PVA) (22) presenta excelentes eficacias de
transferencia génica en musculo. Estos polimeros se caracterizan por tener una naturaleza
anfipatica, con una parte hidréfila que interacciona con el DNA y otra hidrofébica. Otro tipo



de polimeros sintéticos son los dendrimeros PAMAM (polidoaminoamina), que presentan una
estructura denominada “estrella densa” y una serie de mondmeros repetidos en torno a un
nudcleo central; sin embargo solo los PAMAMs de nueva generacién han mostrado ser
eficaces en la transfeccion celular (23). Por otra parte, el polimero catidnico poli(2-
(dimetilamino)etilmetacrilato) (PDMAEMA), es capaz de condensar el DNA mediante
interacciones electrostaticas, formando complejos estables, de baja toxicidad y con altas
eficacias de transfeccion (24). El polimero polialquilcianoacrilato (PACA) es muy utilizado en
la encapsulacion de oligonucledtidos en nanoparticulas (25).

Dentro del grupo de polimeros sintéticos, cabe destacar la polietilenimina (PEI). Se trata de
un polimero sintético catidénico de base nitrégeno-carbonada, constituido por unidades
repetidas de etilamina que le confieren una alta solubilidad en agua y en la mayoria de los
disolventes polares. Uno de cada tres atomos de la molécula corresponde a un grupo amino,
que le confiere la capacidad de ser la macromolécula con mas alta densidad de potencial
cationico. La PEI tiene la densidad de carga mas alta respecto a cualquier polimero organico
conocido (20-25 miliequivalentes por gramo). Esta carga positiva la adquiere por
protonaciéon de los grupos amino. Esto implica que existe una correlacion entre el pH y la
densidad de carga positiva del PEI. En comparacion con la polilisina, la PEIl tiene una
capacidad tampdn a cualquier rango de pH (26). Es un polimero ampliamente utilizado en la
industria desde hace 30 afios para la purificacion de aguas, extraccion de minerales,
elaboracion de champdus, etc. Sin embargo, hasta 1995 no seria utilizado como elemento de
transfeccion. Entre las ventajas de la PEI como vector en Terapia Génica se encuentra su
facil asociacion con el DNA mediante interacciones electrostéaticas, compactando el material
genético en pequerfias particulas. Una vez formados los complejos PEI/DNA (poliplejos), la
PEI evita la degradacion del material genético, ya que lo protege de la accién de las
nucleasas y permite proteger al acido nucleico de la degradacion tanto intracelular (sistema
de digestiéon endolisosomal) como extracelular (nucleasas séricas).

Los “poliplejos” de PElI (DNA+polimero) con carga neta positiva interaccionan con la
superficie celular internalizdndose rapidamente. La carga neta positiva de la PEI le dota de la
capacidad de unir ligandos cargados negativamente (asialofetuina, transferrina, EGF), que
aumentan la especificidad del complejo formulado hacia el 6rgano diana.

El mecanismo de entrada de la polietilenimina (esponja de protones) puede explicar su
elevada eficacia de transfeccion; una vez dentro de la célula diana, la PEI tampona el
endosoma a pH 7,3; dicho cambio de pH estimula a la ATPasa endosomal que provoca una
entrada masiva de protones al endosoma seguido de un flujo de iones cloruro. Esta variacion
en la osmolaridad conduce a la entrada de agua en el endosoma, hinchamiento del mismo y
posterior ruptura del endosoma, liberando el DNA al citoplasma, con lo que posteriormente
el material genético alcanzara el nucleo celular (27). Esta hipotesis esta basada en la
estructura quimica del polimero, es decir, en el pK, de los grupos amino.

Existen dos tipos de polietilenimina, la ramificada y la lineal. La forma ramificada se produce
por la polimerizacion de los monémeros de etilenimina por catdlisis acida, dando lugar a
polimeros ramificados al azar (28), con una relacion de aminas primarias, secundarias y
terciarias de 1:2:1. La PEIl ramificada adquiere su densidad de carga positiva con la
protonacibn de los grupos de la amina primaria y secundaria. Segun su perfil de
protonacion, solamente cada cinco o seis grupos hay una protonacién a pH fisiolégico (29).
Los grupos amina primarios, ademas de ser los mas basicos, son los mas reactivos y
susceptibles de modificacion quimica. La unién del DNA a la PEI cambia levemente el perfil
de protonacion de la PEI, que se traduce en que la mitad o un tercio de los grupos amina se
encuentran protonados a pH fisiolégico.

Existe polietilenimina ramificada de diferentes pesos moleculares, siendo las mas utilizadas
las de 25 y 800 kDa. El tamafio y peso molecular del polimero utilizado influyen en la
internalizacion del material genético y en su posterior expresion. Se ha observado que los
complejos formados por la asociacion de la PElI (800 kDa) con DNA y transferrina son



potentes agentes de transfeccion in vivo e in vitro (30), sin embargo esta PEI ramificada de
alto peso molecular ha demostrado ser téxica en ratones cuando se aplica por via sistémica,
en comparacion con su analoga de bajo peso molecular —PEI de 25 kDa— que no muestra
toxicidad in vivo, claro esta a costa de una menor eficacia de transfeccion.

Las formas lineales de PEI se pueden obtener por un proceso similar al de la polietilenimina
ramificada, pero realizado a temperatura mas baja o utilizando como monémero de partida
un derivado de la 2-oxazolina. En este segundo método, el producto de polimerizacion es
hidrolizado para obtener la PEI lineal (28). La mas utilizada en transfeccion es la de peso
molecular de 22 kDa (31), también denominada ExGen 500®, que es un polimero adecuado
para transfectar un gran numero de tipos celulares con eficacias de transfeccion elevadas y
baja toxicidad in vivo e in vitro (30).

Los poliplejos (polyplexes) son complejos formados por un acido nucleico (plasmido u
oligonucledétido) y un polimero de carga neta positiva. La formacién del complejo se produce
por la interaccion iénica entre las cargas negativas de los atomos de oxigeno de cada uno de
los grupos fosfato del esqueleto desoxirribosa-fosfato del DNA con las cargas positivas del
polimero, generalmente proporcionadas por un grupo amino.

Gran parte de la actividad de transfeccion de los poliplejos depende de sus caracteristicas
fisico-quimicas. Por esto, se han realizado importantes esfuerzos en esta caracterizacion,
con el objetivo de que estos parametros puedan ser de utilidad a la hora de predecir y
establecer las condiciones de preparacion en las que la transfeccibn sea Optima. Las
caracteristicas fisico-quimicas de los poliplejos como pueden ser su estructura, tamafo,
carga o su capacidad de interaccidon con biomoléculas, dependen en gran parte de la propia
naturaleza del policatién (estructura, peso molecular, densidad de carga, etc), pero también
de propiedades comunes para todos los polimeros como las relaciones de carga o masa
entre el polimero y el DNA, y también de las caracteristicas del solvente utilizado, como la
fuerza idnica, para la reaccién electrostatica.

Al formular los PEI-poliplejos, la condensaciéon completa para la formacion de particulas de
carga neutra se produce a partir de relaciones N/P de 2 o 3, donde N es el niumero de
atomos de nitrégeno del polimero y P el nimero de atomos de fosforo del DNA (32). En
estas condiciones existe una tendencia a la agregacion de las particulas. Las particulas
compactas de tamafio menor se obtienen generalmente a relaciones N/P mayores, dando
por resultado poliplejos de carga neta positiva.

A las relaciones N/P utilizadas para conseguir una condensacion completa (N/P > 4), los
complejos PEI/DNA tienen un potencial zeta en torno a 30-35 mV (33). Respecto a la forma,
cuando los complejos son de pequefio tamafio se han encontrado estructuras toroidales que
oscilan entre los 40 y los 80 nm por microscopia electrénica y estructuras globulares de
hasta 20-40 nm por estimaciones de microscopia de fuerza atémica (34).

Las condiciones de preparacion de los poliplejos influyen en el tamafio y estructura del
complejo y fundamentalmente en el nivel de agregacion. Entre las mas determinantes estan
la concentracion de sal y el orden de mezcla (el DNA sobre el polimero o el polimero sobre el
DNA). En general, los poliplejos formados en solucién salina son de un tamafio mayor que
los formados en agua. Otros autores han demostrado la importancia del orden de adicién de
los reactivos, al observar que la eficacia de transfeccidon in vitro era diez veces mas alta
cuando el polimero se afiadia al plasmido (gota a gota) que a la inversa, adicionando el DNA
sobre el polimero (27). Posteriormente, se comprobd que estas diferencias estaban
asociadas en realidad a diferencias en el tamafio de los complejos preparados de uno u otro
modo, lo que depende de la concentracion del DNA y del polication, de los volimenes de las
soluciones mezcladas, y finalmente de la velocidad de la mezcla. No parece haber
diferencias significativas importantes en el potencial zeta entre los poliplejos formados con
los distintos tipos de PEI (lineal y ramificada o PEI de alto o bajo peso molecular). En lo que
se refiere al tamafio, en condiciones de baja fuerza i6nica los complejos formados con los



distintos tipos de PEIls (lineales y ramificadas de diferentes pesos moleculares) parecen ser
bastante constantes. Sin embargo, cuando los complejos se preparan en un medio de fuerza
ibnica mas alta aparecen notables diferencias. Mientras que a fuerza idnica fisiolégica los
complejos formados con PEls ramificadas (25 u 800 kDa) son pequefios (50-80 nm) o
medianos (100 nm a algunos cientos de nm), dependiendo de la concentraciéon de DNA y de
la PEI utilizada, los complejos con PEI lineal de 22 kDa forman agregados grandes, cuyo
tamafio aumenta a medida que lo hace el tiempo de incubaciéon (35).

Las microparticulas (Figura 7) se definen como particulas esféricas de tamafio entre 1 y
1000 wm, compuestas por una o0 mas sustancias poliméricas. Por su parte, las
nanoparticulas son sistemas coloidales de tamafio inferior a una micra y generalmente de
naturaleza polimérica. Para su aplicacion como vectores de pladsmidos se han elaborado a
partir de poliésteres biodegradables, gelatina e incluso a partir de sustancias de naturaleza
inorganica. Hasta el momento los esfuerzos se han centrado en la fabricacion vy
caracterizacion de las propias nanoparticulas, con escasos experimentos tanto in vivo como
in vitro. El principal reto de estos sistemas es conseguir métodos de preparacion que no
dafien estructuralmente al DNA encapsulado. Esto es importante dado que tamafios tan
pequefios sélo se consiguen mediante métodos potencialmente agresivos para el DNA, con
tiempos de evaporacion largos y formacion de emulsiones mediante técnicas muy
energéticas.

Figura 7. Microparticulas poliméricas.

Vectores de composicion mixta

Los vectores de composicion mixta, también llamados “hibridos”, son aquellos en cuya
formulacién se incluyen tanto lipidos como polimeros y reciben el nombre de lipopoliplejos,
aungque dependiendo del disefio pueden ser clasificados como poliplejos que incorporan
lipidos o como vectores de base lipidica que incorporan polimeros en su composicién, segun
la importancia en mayor o menor medida que desempefien uno u otro componente en las
propiedades del vector.

Los lipopoliplejos son vectores que han demostrado elevadas eficacias de transfeccion in
vivo tras su administracion sistémica. Surgen de la posibilidad de combinar los poliplejos y
los lipoplejos, de manera que conjuntamente aumenten la eficacia de transfeccién que se
obtiene por separado con cada uno de ellos. Sin embargo, este tipo de sistemas hibridos son
muy novedosos y existen pocos experimentos tanto jn vitro como in vivo que demuestren,
por ahora, sus posibles grandes ventajas.



Un ejemplo practico: Transferencia génica utilizando poliplejos con transferrina

Los lipidos cationicos se vienen utilizando cada vez mas como vehiculos de transferencia
génica no viral tanto in vitro como in vivo. Una de sus limitaciones in vivo es que la
liberaciéon génica se inhibe por el suero. Se ha demostrado (7) que la eficacia de
transferencia génica se incrementa significativamente cuando se conjugan a transferrina
(Tf), incluso a altas concentraciones de suero fetal bovino (=60%). El estudio (Figura 8)
llevado a cabo con DOTAP/DOPE/pCMVLacZ demostré un incremento de hasta 3 veces en la
lipofeccion con el gen de la beta galactosidasa/mg de proteina con respecto al lipoplejo
aislado, siempre en presencia de suero. La lipofeccién en presencia de Tf libre que competia
por su receptor y el lipoplejo-Tf disminuia claramente la eficacia de transferencia génica.

[}
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Figura 8. Lipofeccion utilizando lipoplejos conjugados con transferrina
(7).
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CAPITULO 4
La interseccion Terapia Génica/Terapia Celular. Nuevas
perspectivas, nuevas problematicas

Antonio Bernad

EI objetivo de la Terapia Génica (TG), sola o en combinacién con la Terapia Celular (TC),

es actuar sobre un ser humano afectado por una condicién patolégica para obtener un
beneficio clinico; en la situacién ideal se pretende obtener la curacién del enfermo, hecho
todavia lejos de ser una realidad para la gran mayoria de las situaciones.

La TG es una nueva estrategia terapéutica que comenzé a desarrollarse hace unos 25 afos,
y so6lo en los ultimos tiempos ha sido capaz de ofrecer los primeros resultados positivos.
Esta situacion es consecuencia de la realidad objetiva, tanto técnica cobmo de conocimiento
basico del funcionamiento del organismo. Quizas en sus origenes se fue excesivamente
optimista y se pensé que en poco tiempo esta tecnologia podria ofrecer soluciones a un
gran nimero de enfermedades; del mismo modo se comenzaron a realizar un gran namero
de ensayos clinicos sin demasiada base experimental. La consecuencia fue que la gran
mayoria de los intentos concluyeron con rotundos fracasos, unidos a desenlaces puntuales
desafortunados de tal forma, que la sociedad perdié rapidamente la confianza en estas
tecnologias. En la actualidad, la situacion se esta reconduciendo en base a lo que se ha
aprendido en estas dos Ultimas décadas, asumiendo que por una parte los resultados
obtenidos en modelos experimentales, como el ratéon, son muy distantes a la realidad del
ser humano, y por otra, que todavia desconocemos una gran inmensidad de mecanismos
que regulan la biologia de una célula humana. Baste como ejemplo, como tras la
secuenciacion completa del genoma humano, se han descubierto un buen numero de
secuencias transcritas pero no codificantes —el nimero en humanos es variable pero se
encuentra en el rango de 250-400; aproximadamente un 0,02% del total del genoma
humano—, que parecen elementos reguladores post-transcripcionales muy importantes, y
que se desconocian completamente en los origenes de la TG. Esta realidad hace que,
actualmente, contemplemos las posibilidades reales de aplicacion de estas nuevas
alternativas terapéuticas con optimismo pero con una mayor dosis de realismo y cautela, ya
que somos conscientes de que estamos muy limitados tecnolégicamente y que
desconocemos muchos de los circuitos génicos que regulan o pueden influir sobre el
resultado final de la intervencién terapéutica (Figura 1).

En todo caso, esta claro que existen tres aplicaciones clinicas reales, que pueden ser
consideradas como los auténticos antecedentes de la Medicina Regenerativa. Por un lado el
desarrollo del transplante de medula 6sea, que ha sido la verdadera escuela del desarrollo
de todos los conceptos basicos de la definicion, aislamiento y aplicacion de las células
madre; de otro, la reparacion de lesiones de cartilago hialino mediante la reimplantacion de
condriocitos autdlogos expandidos ex vivo y, en tercer lugar, el tratamiento de quemados
extensos mediante la implantacion de equivalentes epidérmicos obtenidos también
mediante cultivos ex vivo.

Las células madre

El concepto de célula madre (Figura 2) en el individuo adulto arranca de los trabajos
pioneros que permitieron desarrollar el transplante de médula 6sea y que tantas vidas ha
salvado. La médula ésea es el érgano donde se producen las células sanguineas a partir de
distintos “progenitores” mediante una organizacion piramidal que, tras ejecutar un complejo
programa de desarrollo, originan los cientos de millones de células funcionales que necesita
el organismo diariamente en su sangre y organos linfoides secundarios (donde madura la
respuesta inmune). El funcionamiento de por vida de éste dinamico sistema



—linfohematopoyético— esta garantizado si se consigue mantener un pequefio niumero de
células madre (0,01-0,1% de la celularidad de la médula 6sea) alojadas en lo mas intimo
del hueso del individuo. Si se consiguen extraer y trasplantar un nimero suficiente de estas
células madre hematopoyéticas (CMH), conseguiremos que el organismo receptor pueda

reconstituir y mantener su sistema linfohematopoyético totalmente funcional durante el
resto de la vida.
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Figura 1. Conjuncién Terapia Génica/Terapia Celular en el tratamiento de las patologias
humanas.

Figura 2. Microfotografia de una célula madre.

En el organismo adulto la inmensa mayoria de sus células se encuentran en un estado, que
denominamos “postmitético”, en el que raramente se dividen y multiplican. Estan ejerciendo
las funciones para las que han sido programadas y s6lo en casos excepcionales (dafios de



diversa indole) salen de su letargo y, en la medida que les permita su entorno y su propio
potencial, repararan el dafo producido. A esta regla general s6lo escapan cuatro drganos
que se encuentran en una situacién de alta actividad fisiolégica: a) La médula 6sea, por la
exigente demanda de células sanguineas y mediadoras de la respuesta inmune; b) Las
gbnadas, que generan constantemente células germinales; c¢) El higado, que tiene una gran
capacidad de regeneracion, y €) Los epitelios, sobre todo el intestinal y el epidérmico, que
estan en una continua renovacidon. En los cuatro Organos existen poblaciones con
caracteristicas de células madre, especificas de tejido, que dan justificacibn a dicho
potencial. En los dltimos afos, el panorama respecto a otros 6érganos como el cerebro, el
musculo esquelético o el corazén ha cambiado significativamente; todos estos 6rganos
parecen también contener una poblacién de células madre que son capaces de contribuir a
mantener la funcionalidad de los 6rganos dentro de unos margenes fisioloégicos.

De manera transitoria, en el momento del parto, una gran proporcion de células
hematopoyéticas se encuentran en la sangre contenida en el cordon umbilical y en la
placenta. Si se recoge adecuadamente la sangre placentaria en el momento del parto se
puede obtener una poblacibn muy sustancial de células madre hematopoyéticas, con la que
se han establecido los denominados Bancos de Sangre de Cordon. Esta fuente es ideal para
el transplante en nifios o adultos de bajo peso con enfermedades hematolégicas severas.

Una célula, cuando se divide, genera normalmente dos células equivalentes a la anterior
(division simétrica), y asi sucesivamente. Posteriormente, las células descendientes pueden
evolucionar por distintas vias (programas de diferenciacidon), para generar tipos celulares
con funciones muy dispares, 0 mantener su potencial inicial. Si éste mecanismo de divisién
actuase sobre todas las células con un alto potencial de multiplicacion (proliferacién),
pondria en alto riesgo al organismo ya que podria facilmente generar un descontrol en el
numero de células adecuado y dar lugar a un foco neoplésico (tumor). Por el contrario, las
células madre parece que estan reguladas por un mecanismo de divisiébn conservador
(asimétrico), de forma que de su divisién se genera una célula equivalente a la original y
otra que da cuenta del resto del programa de diferenciacion. Este mecanismo se denomina
de “automantenimiento” ya que controla, de forma estricta, el niUmero de células madre que
existe en un determinado 6rgano. Aunque éste mecanismo no ha sido demostrado
formalmente en mamiferos, en base a mecanismos deducidos de otros organismos modelo
(la mosca del vinagre, D. Melanogaster, y una planta, A. Thaliana, pe.), se acepta como
adecuado en este contexto.

Ademas, al menos en el organismo adulto, no todas las células madre de un 6rgano
participan activamente en el proceso de regeneracion y mantenimiento de la funcionalidad.
Sélo unas pocas estan contribuyendo de forma simultdnea en un momento dado. La
mayoria se encuentra en estado de reposo —conocido como quiescencia—, lo que las
protege tanto de agresiones externas, fisicas o quimicas, como del proceso de
envejecimiento celular. Cuando las células madre que estan contribuyendo agotan su
potencial y desaparecen, son sustituidas paulatinamente por la progenie de otras nuevas
que se activan. Este fendmeno se denomina “sucesioén clonal”.

En definitiva, una célula madre se define, funcionalmente, cdmo una célula capaz de
“automantenerse” (mediante el mecanismo de division asimétrica) y con potencial de
generar (mediante diferenciacion de sus células descendientes) varios linajes celulares
(pluripotencia) o todo el organismo (totipotencia). Ademas, una célula madre en su entorno
natural posee una tendencia manifiesta a encontrarse en situacion de quiescencia.

Todo este campo ha sufrido un gran cambio conceptual en los Ultimos afios; asi en el afio
2000 el numero de funciones génicas implicadas en el control de los procesos de
automantenimiento, o del equilibrio proliferacién/diferenciacién conocidas eran muy pocas.
En primer lugar, el nuevo siglo nos ha demostrado que el concepto “clasico” de célula madre
en el organismo adulto hay que revisarlo. Lo mas importante, es la ruptura de un dogma
que implicaba que estas células madre s6lo podrian contribuir a la regeneracion del linaje,



tejido u 6rgano en el cual estan alojados y para lo que han sido programadas. Al refinar los
sistemas de anadlisis, se ha podido comprobar que las células madre obtenidas de médula
6sea adulta, pueden ser utilizadas para la reparacion de dafios inducidos en corazén,
musculo, cerebro, higado, epitelios y vasos sanguineos. De igual manera, se ha demostrado
que lineas celulares madre derivadas del sistema nervioso central y células madre de
muasculo (células satélite) pueden contribuir a la regeneracion del sistema
linfohematopoyético. Estas contundentes evidencias inauguran un nuevo concepto que se
viene denominando como “plasticidad” de la célula madre y que se concreta en el hecho de
que una célula madre (en genérico) posee la capacidad intrinseca de ejecutar una gran
variedad de programas genéticos de desarrollo, y las decisiones sobre cual llevar a cabo
vienen determinadas por el entorno del tejido en el que se encuentran (factores secretados,
contactos con otros elementos celulares que las regulan, etc). Por el momento, lo que
tenemos en las manos son las primeras evidencias cientificas de que estos procesos pueden
ocurrir o que se pueden inducir. Estamos todavia lejos de una posible aplicacién clinica real,
fundamentalmente porque la cantidad de células madre que se puede obtener de un
individuo adulto es escasisima y no hemos aprendido todavia a expandir su numero de una
forma adecuada.

El potencial terapéutico de las células madre es enorme. Basta pensar en la cantidad de
personas que todavia mueren a la espera de un transplante de un érgano vital, a sabiendas
que de conseguir un donante adecuado, esto les ofreceria unos cuantos afios con una mayor
calidad de vida. En otros casos, algunos érganos del paciente sufren dafios debidos a
procesos traumaticos, patoldgicos o causados por habitos insanos, que solamente pueden
ser aliviados mediante complejos procedimientos clinico-quirdrgicos. La tecnologia asociada
a la manipulacién de células madre empieza a ofrecer un futuro en todos estos campos.

Sin embargo, el mayor problema actual al que se enfrenta el biotecnélogo, el ingeniero
genético o celular, o el clinico, que pretenden utilizar células madre con fines terapéuticos,
es que, en la mayoria de los casos (hay notables excepciones), estas células madre una vez
extraidas de su entorno natural tienen una gran tendencia a “diferenciar” perdiendo, total o
parcialmente, su “toti- o pluripotencia”. Este problema parece estar relacionado con el nivel
de conocimiento de su regulacion. En el momento que obtengamos la informacion
adecuada, se podran mantener ex vivo en unas mejores condiciones que permitan preservar
su potencial, aspirando incluso a expandir su niumero para llegar a situaciones 6ptimas de
aplicacion clinica. Otro de los problemas es el control de las consecuencias que la expansion
ex vivo puede tener sobre la salud genética de la célula madre; cada vez queda mas claro
que las condiciones de cultivo ejercen cierto grado de estrés a las células que puede
redundar en la fijacidon de ciertos cambios genéticos que pueden afectar a su potencialidad o
bioseguridad (1).

La interseccion Terapia Génica/Terapia Celular

Si el procedimiento terapéutico implica la modificacion genética de la poblacion diana, a
todos estos condicionantes comentados hay que afadir otros especificos. En primer lugar,
hay que seleccionar el método mas apropiado para la aplicacion que perseguimos.
Tedricamente, lo ideal seria “sustituir”’ la region del genoma que contiene la alteraciéon
patolégica por una version correcta de la misma; esto s6lo se puede conseguir mediante un
procedimiento que se denomina “recombinacion homodloga” y que en células de mamifero,
debido a su baja eficacia, esta descartado como procedimiento de utilidad practica. La gran
mayoria de los intentos realizados se basan en la denominada “terapia de adicidon”,
procedimiento que intenta —aunque la version patoldgica del gen siga presente en la
célula— la introduccion de una o mas versiones capaces de expresar la proteina afectada y
asi inducir un beneficio objetivable. Obviamente, en esta aproximacioén, la regulacion del
gen artificial, normalmente, serd muy distinta a la versién autéloga y estara muy restringida
a los elementos de regulacion de la expresion génica que se han aislado y caracterizado. En
todo caso, es ldgico pensar que si tratamos una enfermedad en la que el gen afectado esta



muy modulado por distintas condiciones fisiol6gicas, esta situacion es practicamente
imposible de reproducir por las construcciones artificiales, y no seran éstas las patologias de
eleccion. Aquellas condiciones patolégicas en las que el gen afectado no sea modulable y
actue como “housekeeping” seran mas apropiadas.

Del mismo modo, es importante ser consciente de que cualquier sistema fisiolégico basado
en células madre se encuentra estructurado de forma similar a lo establecido en el sistema
linfohematopoyético, y que cualquier manipulacién genética inducida en los compartimentos
de células maduras o progenitores comprometidos, serd suplantada por las subsiguientes
oleadas que provienen del compartimento de células madre. Dicho de otra manera, solo es
posible conseguir una modificacibn permanente si conseguimos incluir la modificaciéon
genética deseada en un porcentaje significativo del compartimento de células madre. Otro
efecto interesante, al parecer critico en los escasos ejemplos que han demostrado una
mejora objetiva en los pacientes tratados, es la posibilidad de que se produzca una
seleccion positiva in vivo. Este efecto estd basado en algunas observaciones que han
demostrado que algunos pacientes afectados por enfermedades monogénicas han
presentado una clara mejoria espontanea basada en la reversion de la mutacién que
causaba la enfermedad en una o un nimero muy escaso de células madre. Este hecho lo
que demuestra es que si las células “tratadas” pueden manifestar una mejora de sus
cualidades bioldgicas, éstas pueden competir con las células afectadas por la enfermedad y
colonizar lentamente el 6rgano afectado. La consecuencia es que aquellas enfermedades en
las que pueda existir la posibilidad de que éste efecto se produzca, son mejores candidatas
para ser tratadas mediante TG/TC, dado que somos conscientes de que no podemos
reemplazar todo el compartimento de células madre de forma adecuada.

En este entorno cualquier procedimiento de TG/TC que se planee debe optimizar las
siguientes fases: a) Obtencion de una poblacion de células diana adecuada; b) Establecer
unas condiciones de cultivo ex vivo que permitan su expansion hasta obtener un nuimero
adecuado de células para posibilitar una intervencion; c) Contar, cuando sea necesario, con
un procedimiento de modificacion/seleccion genética eficaz y d) Lograr una
prediferenciacion de las células manipuladas para favorecer su posterior reimplantacion en
el paciente (Figura 3).

TERAPIA GENICA / TERAPIA CELULAR
-
D) MSC 6 MSC-like _
= = Aislamiento de células Cultivo ex vivo
S ) e
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Reimplantacian Evolution durante el cultiva
Ensayo de bioseguridad
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Maodificacidn genética

Figura 3. Protocolo general de Terapia Génica/Terapia Celular (MSC, células madre mesenquimales).
Un ejemplo: Aproximacion al tratamiento de la Hemofilia B mediante Terapia
Génica cutanea

El grupo de Bernad ha intentado durante los ultimos afios establecer un procedimiento
preclinico para el tratamiento de la Hemofilia B mediante la manipulacidon de equivalentes



dermoepidérmicos, capacitandolos para secretar al torrente sanguineo la proteina
deficitaria, Factor IX (FIX). Este trabajo, realizado en colaboracién con el grupo de epitelios
del CIEMAT, dirigido por el Dr. Jorcano, esta basado en trabajos previos de ambos grupos
que aunan la experiencia adecuada en la manipulacion de epitelios y la optimizacién de
vectores retro y lentivirales. En una colaboraciéon anterior, se consiguié demostrar que esta
aproximacion era factible para conseguir secretar cantidades terapéuticas de la hormona
leptina en un modelo genéticamente deficiente (2).

La primera fase de investigacion se dirigidé a la construccion y validacion de los vectores
virales que se habian disefiado; se cloné el cDNA de FIX tanto en vectores retrovirales
(basados en el virus de la leucemia murina, Mo-MLV) como lentivirales (derivados del virus
de la inmunodeficiencia humana, HIV-1) bicistrénicos, que utilizaban la proteina verde
fluorescente (GFP) como marcador seleccionable, y se compard su capacidad de expresar y
secretar FIX en queratinocitos primarios humanos. Los resultados fueron claros, y
demostraron que los vectores lentivirales eran netamente superiores (mas de seis veces) a
los retrovirales. Posteriormente, se abordd mejorar el nivel obtenido de expresion utilizando
otros promotores descritos como mas adecuados para ser empleados en epitelios en base a
dos alternativas diferentes, bien con el promotor del factor de elongacion la (EFla) o la
incorporacion de 700 pares de bases, que habian sido descritas como esenciales para
controlar la especificidad de algunos promotores de keratinas, al promotor del CMV
(700CMV). En ambos casos los resultados sobre queratinocitos primarios humanos fueron
mas pobres que los obtenidos con anterioridad. Sin embargo, sorprendentemente, cuando
se valoraban en paralelo los tres tipos de vectores sobre una situacidon que es mas pareja a
la realidad, como son los cultivos organotipicos, se pudo confirmar que la estructura
700CMV era la mas eficaz para promover la secrecion de FIX hacia la camara inferior del
cultivo. Esto podria querer decir que en situaciones fisiolégicas la estructura
promotor/regulador 700CMV podria ser la méas adecuada para conseguir la secrecion al
torrente sanguineo, remarcando a su vez la necesidad de utilizar modelos lo mas cercanos
posibles a la situacion fisiolégica para valorar la eficacia de las distintas construcciones.

Finalmente, se ha estudiado el transplante de los equivalentes dermoepidérmicos
manipulados para conseguir la secrecion del FIX, en ratones inmunodeficientes. En un
numero significativo de animales se pudo comprobar la estabilidad y estructura de los
injertos, valorados mediante andlisis de la expresion de GFP y estudios inmunohistoldgicos.
En dos animales (R2 y R1) se pudo comprobar una expresion estable de FIX humano en
plasma después de 90 y 150 dias desde el transplante, respectivamente. Los niveles fueron
variables, pero se encontraban en el rango de 1-20 ng/mL, limite inferior de utilidad clinica.

Por ultimo, sobre la hip6tesis de que quizas la secrecion de FIX al torrente sanguineo
pudiese estar mediada por la interacciéon con colageno 1V, que pudiese secuestrar una
cantidad significativa del FIX producido en el compartimento epitelial, se valor6o la
posibilidad de utilizar mutantes (K5A, V10K), previamente descritos, que tienen disminuida
esta capacidad de interaccidon con colageno V. Los experimentos preliminares indican que
dichas proteinas mutadas son expresables y estables en el compartimento epitelial, y que
probablemente rindan valores mas altos de FIX circulante. La ultima fase de investigacion
consistira en la utilizacion de las mejores construcciones y células madre epiteliales
humanas en modelos de ratén inmunodeficientes y hemofilicos.

Las células mesenquimales humanas, una poblacion diana de gran potencial de
diferenciacion

A este amplio escenario de la Medicina Regenerativa se han afadido en los ultimos afios
nuevos actores, como es el caso de las células madre mesenquimales (mesenchymal stem
cells). Estas células se aislaron y caracterizaron originalmente en la médula ésea y parecian
ser las responsables de la creacién del microambiente (se conoce como estroma) que es
necesario para regular y controlar la funcionalidad de la médula 6sea. Estudios posteriores,



que se iniciaron en el afio 1992, han demostrado que las células madre mesenquimales se
pueden mantener, expandir y manipular ex vivo, siendo capaces de diferenciar a numerosos
tipos celulares incluyendo adipocitos (tejido adiposo), mioblastos (tejido muscular),
osteoblastos (tejido 6seo) y condriocitos (tejido conectivo o de soporte), entre otros
(3,4,5,6).

Por tanto, esta poblacion de células mesenquimales, abria una nueva frontera en el
desarrollo de futuras estrategias para la ingenieria de tejidos (7). Lo Unico que podia limitar
su aplicabilidad era su escasa representacion (1 de cada 10° células del estroma de médula
o6sea es una célula madre mesenquimal).

Nuevos datos indican que esta limitacion se puede superar ya que en un sorprendente y a la
vez revolucionario hallazgo, el grupo liderado por el Dr. Hedrick, de la Universidad de Los
Angeles-California (UCLA), demostré que el tejido adiposo es una fuente muy rica en células
madre mesenquimales (8). A partir de muestras de tejido adiposo obtenidas en
procedimientos de liposuccidon, se han obtenido grandes cantidades de poblaciones celulares
que cumplen el principal requisito exigido a las células madre mesenquimales. Formalmente
no hay evidencia concluyente de que en esas poblaciones existan auténticas células madre,
ya que el resultado de diferenciacion multilinaje puede atender a varios mecanismos. Sin
embargo, éste resultado ha abierto una importantisima puerta a la obtencion de células
madre para su uso en transplante o ingenieria de tejido autélogo (del propio paciente), ya
que la fuente de dichas células es un tejido muy accesible y la intervencién es muy poco
invasiva, a la vez que esta perfectamente estandarizada. Un nuevo horizonte se abre ante
la futura terapéutica de muchas enfermedades humanas.

El grupo de Bernad se inicia en la utilizacion de las células madre mesenquimales en
colaboracién con el prestigioso grupo de traumatologia de la clinica CEMTRO de Madrid,
dirigido por el Dr. Guillén. El objetivo principal del trabajo estaba centrado en la puesta a
punto de las técnicas de cultivo y control de condriocitos humanos desdiferenciados para
uso en transplantes humanos. En paralelo con éste trabajo, se realizé una caracterizaciéon
exhaustiva de éste tipo celular, tanto en su forma primaria cdémo en su evolucién en cultivo.
Los resultados fueron sorprendentes ya que todo apuntaba a que los condriocitos articulares
desdiferenciados eran una poblacién celular muy similar tanto a las células madre
mesenquimales obtenidas de medula 6sea, como a las derivadas de tejido adiposo. Las
analogias se referian a proteinas de superficie, a nivel del proteoma celular y en cuanto al
potencial de diferenciacion. En consecuencia, se concluia que los condriocitos articulares
desdiferenciados eran un subtipo de célula madre de cartilago, que si se extraia de su nicho
especifico era capaz de manifestar un potencial mucho mayor del esperado.

Posteriormente, se ha continuado en esta linea en un ensayo clinico que intenta utilizar
células madre mesenquimales autélogas, obtenidas de tejido adiposo, para fomentar el
potencial de cicatrizacion espontaneo en el contexto del tratamiento de fistulas. Este ensayo
clinico, ha sido liderado por el Dr. Garcia-Olmo del Hospital Universitario “La Paz” de Madrid
y la empresa de biotecnologia Genetrix, como promotor del ensayo. Se ha caracterizado la
evolucion de las células madre mesenquimales durante su proceso de expansion ex vivo. El
objetivo fundamental era establecer los margenes de bioseguridad estrictos que éste tipo de
manipulacién pudiese imponer. Los resultados indicaban claramente que durante los
intervalos habituales de expansion (8-10 semanas), y en las condiciones de cultivo
habituales (fase pre-senescente), los cultivos se comportaban adecuadamente, y las células
obtenidas eran indistinguibles de las de la muestra inicial. Sin embargo, si se forzaban las
condiciones, manteniendo prolongadamente dichos cultivos, comenzaban a observarse
alteraciones en la poblacion celular. Por tratarse de poblaciones celulares primarias, en
distintos momentos del cultivo, se obtenian signos de senescencia celular; sin embargo, lo
que resultaba sorprendente era que todos los cultivos eran capaces de superar esta fase y
continuar en cultivo durante 3 o0 4 meses mas. Esta fase se denomina post-senescente.
Finalizada esta fase, todos los cultivos atravesaban una fase de crisis celular de la que la
gran mayoria no se recuperaba. Unicamente en una minoria de ellos emergian tipos



celulares diferentes, con gran capacidad de proliferacion que permanecian estables de forma
indefinida. Experimentos de xenotransplante sobre cepas de ratones inmunodeficientes han
permitido concluir que las células recuperadas tanto en la fase pre-senescente como post-
senescente (aunque en algunas muestras de estas Ultimas se observaban alteraciones
cromosémicas) no generaban ningun tipo de patologias en los modelos animales. Sin
embargo, las células derivadas de las fases finales de cultivo, eran células transformadas y
provocaban tumores. A estas células se las denomina TMC (transformed mesenchymal stem
cells) y son el primer ejemplo de una transformacion espontanea de una célula madre
adulta (1) (Figura 4).
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Figura 4. Transformacion de células madre mesenquimales (MSC) en TMC
(transformed mesenchymal stem cells).

Estos trabajos han demostrado, por primera vez, el potencial de algunos tipos de células
madre adultas para sufrir una transformacion espontanea, y remarcan dos recomendaciones
claras, asociadas a los procedimientos de Terapia Celular: a) La muestra primaria de células
humanas no debe ser muy escasa, con el objeto de minimizar el tiempo de expansion ex
vivo y b) La re-expansion de cualquier muestra de células madre debe ser extremadamente
cuidadosa.

Asi pues, las células madre mesenquimales, siendo cautelosos, abren nuevas perspectivas
en un sentido positivo pero también en otro negativo (Figura 5). Porque éstas pueden
derivar como es, de forma natural, en funciones fisiolégicas normales y de otra abrir nuevas
posibilidades terapéuticas pero también —y en esto el futuro y el tiempo lo confirmaran o lo
desmentirdn— podran ser objeto de nuevas implicaciones fisiopatoldgicas por la derivacion
a células transformadas causantes de tumor que invaliden su utilizacion tanto en Terapia
Génica como en Terapia Celular.

Pero siendo optimistas, hay que seguir alimentando el entusiasmo en paralelo a un gran
rigor cientifico y una extremada cautela. Las expectativas que generé en su dia la
posibilidad de introducir en un organismo vivo nuevas versiones "correctas" de los genes
que contenian mutaciones asociadas a enfermedades genéticas humanas (Terapia Génica)
quizas fueron desmedidas. Las causas de esto se podrian buscar en la ambicion humana o
en la presidon social por intentar trasladar a la clinica los resultados de la investigacion
basica de forma muy precipitada pero, en cualquier caso, ha generado una gran sensacion
de frustracion para investigadores, clinicos y pacientes por los escasisimos beneficios
clinicos que se han podido demostrar (9,10). Es de esperar que no ocurra lo mismo con las



infinitas posibilidades que, sobre el papel, la combinacién de la Terapia Génica y la Terapia
Celular ofrecen.
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Figura 5. La nueva perspectiva que ofrecen las células madre mesenquimales.

Referencias

1. Rubio D, Garcia-Castro J, Martin MC, de la Fuente R, Cigudosa JC, Lloyd AC, Bernad A (2005) Spontaneous
human adult stem cell transformation. Cancer Res, 65: 3035-59.

2. Larcher F, Del Rio M, Serrano F, Segovia JC, Ramirez A, Meana A, Page A, Abad JL, Gonzalez MA, Bueren J,
Bernad A, Jorcano JL (2001) A cutaneous gene therapy approach to human leptin deficiencies: correction of the
murine ob/ob phenotype using leptin-targeted keratinocyte grafts. FASEB J, 15: 1529-38.

3. Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, Douglas R, Mosca JD, Moorman MA, Simonetti DW, Craig S,
Marshak DR (1999) Multilineage potential of adult human mesenchymal stem cells. Science 284: 143-7.

4. Horwitz EM, Prockop DJ, Fitzpatrick LA, Koo WW, Gordon PL, Neel M, Sussman M, Orchard P, Marx JC, Pyeritz
RE, Brenner MK (1999) Transplantability and therapeutic effects of bone marrow-derived mesenchymal cells in
children with osteogenesis imperfecta. Nat Med, 5: 309-13.

5. Kopen GC, Prockop DJ, Phinney DG (1999) Marrow stromal cells migrate throughout forebrain and cerebellum,
and they differentiate into astrocytes after injection into neonatal mouse brains. Proc Natl Acad Sci USA, 96:
10711-6.

6. Huss R, Lange C, Weissinger EM, Kolb HJ, Thalmeier K (2000) Evidence of peripheral blood-derived, plastic-
adherent CD34(-/low) hematopoietic stem cell clones with mesenchymal stem cell characteristics. Stem Cells
18: 252-60.

7. Deng W, Obrocka M, Fischer I, Prockop DJ (2001) In vitro differentiation of human marrow stromal cells into
early progenitors ofneural cells by conditions that increase intracellular cyclic AMP. Biochem Biophys Res
Commun, 282: 148-52.

8. Zuk PA, Zhu M, Mizuno H, Huang J, Futrell JW, Katz AJ, Benhaim P, Lorenz HP, Hedrick MH (2001) Multilineage
cells from human adipose tissue: implications for cell-based therapies. Tissue Eng, 7: 211-28.

9. Cavazzana-Calvo M, Hacein-Bey S, de Saint Basile G, Gross F, Yvon E, Nusbaum P, Selz F, Hue C, Certain S,
Casanova JL, Bousso P, Deist FL, Fischer A (2000) Gene therapy of human severe combined immunodeficiency
(SCID)-X1 disease. Science 288: 669-72.

10. Kay MA, Manno CS, Ragni MV, Larson PJ, Couto LB, McClelland A, Glader B, Chew AJ, Tai SJ, Herzog RW,
Arruda V, Johnson F, Scallan C, Skarsgard E, Flake AW, High KA (2000) Evidence for gene transfer and
expression of factor IX in haemophilia B patients treated with an AAV vector. Nat Genet, 24: 257-61.



CAPITULO 5
Aplicaciones clinicas de la Terapia Celular

Nuria Maria de Castro y Elena Sanchez

En la actualidad, la Medicina tradicional no puede ofrecer una solucién efectiva para

muchas patologias. Por este motivo, se esta profundizando en el conocimiento de los
mecanismos genéticos y celulares como un importante instrumento para la terapéutica.

La secuenciacion del genoma animal —incluido el mapa genético del hombre, cuya
estructura comenzé a descifrarse en 1990 gracias al Proyecto Genoma Humano— ha
proporcionado a los investigadores una serie de valiosos datos a la hora de comprender la
fisiologia de las enfermedades genéticas, pudiendo, gracias a esta investigacion, asignar el
origen de ciertas enfermedades a mutaciones localizadas en uno o varios genes.

Ya en el siglo XVI, hacia 1536, el humanista Paracelsus indagé en la posibilidad de que las
propias células tuviesen propiedades curativas, sentando asi las bases de la Terapia Celular.
No obstante, estos cimientos, todavia precarios, no serian desarrollados hasta hace pocos
anos. En su libro “Der Grossen Wundartzney”, Paracelsus escribia: "The heart heals the
heart, lung heals the lung, spleen heals the spleen; like cures like.", esto es, “el corazon
cura al corazén, el pulmén cura al pulmén, el bazo cura al bazo; lo semejante cura a lo
semejante”. Pero quien se puede considerar, mas propiamente, como padre de las actuales
técnicas de Terapia Celular es el controvertido catedratico y médico suizo Paul Niehans
(1882-1971), que ya en 1931, implant6 capas celulares de glandula pituitaria de ternera en
pacientes humanos con notables resultados. Su método curativo tuvo tal repercusién que el
Papa Pio XII fue paciente suyo en 1955. Cinco afios después, en 1960, Peter Brian y Frank
McFarlane fueron galardonados con el Premio Noébel de Medicina y Fisiologia por el
descubrimiento de la tolerancia inmunolégica en los tejidos trasplantados. La Terapia
Celular despegaba como nuevo campo de investigacion en la Medicina.

Todas estas aportaciones, afiadidas al resto de investigaciones y descubrimientos que hasta
hoy se han realizado, nos ofrecen el marco donde situar la relaciéon Terapia Génica-Terapia
Celular que se trata en este capitulo.

La Terapia Génica y la Terapia Celular éDos técnicas diferentes?

La Terapia Génica puede ser considerada un método independiente de la Terapia Celular, o
bien puede entenderse como una técnica especifica dentro de ésta puesto que, al fin y al
cabo, en la Terapia Génica lo que se modifica es el genoma de una o de varias células.

La Terapia Génica consiste en vehiculizar secuencias de DNA o RNA al interior de células
diana con objeto de modular la expresion de ciertas proteinas que se encuentran alteradas y
revertir asi el defecto genético. Esta técnica permite modificar el patrimonio genético del
paciente mediante la introduccion de genes funcionales en base a dos estrategias, la Terapia
Génica in vivo que introduce en sangre u otros tejidos los vectores portadores de los genes
terapéuticos para su actuacion en dichos tejidos o en distintos 6rganos, y la Terapia Génica
ex vivo que consiste en extraer las células del tejido seleccionado de un paciente, aislarlas,
introducir en ellas genes no defectuosos, cultivar las células que los hubieran aceptado v,
por ultimo, reimplantarlas en el paciente. Esta estrategia permite la eleccidon del tipo de
célula a tratar y una mayor eficacia en la transduccion génica.

La Terapia Génica debe garantizar una adecuada transferencia de los genes a las células con
objeto de que se expresen correctamente y en la cantidad necesaria. Los genes insertados
pueden integrarse en los cromosomas de las células, con lo que el gen puede perpetuarse



tras la division celular, o quedar como elementos extracromosémicos (episomas). Los
procedimientos de transferencia génica son muy variados y pueden utilizarse vectores no
virales o vectores virales. Estos ultimos, constituyen el método mas eficaz. Los vectores
virales se obtienen por la eliminacion de genes propios de la replicaciéon del virus y su
sustitucion por el gen terapéutico. Asi el virus mantiene la capacidad de infectar a la célula
pero no de multiplicarse produciendo particulas virales.

La aplicabilidad de la Terapia Génica viene condicionada por varios factores: i) El tipo de
herencia ya que las enfermedades que vienen determinadas por un Unico gen son mas
propicias para el tratamiento con Terapia Génica que las multifactoriales, que dependen de
la accién de varios genes junto con factores ambientales; ii) El patrén de herencia ya que
las enfermedades recesivas plantean menos problemas al tratamiento con Terapia Génica,
ya que debido a su caracter recesivo podria ser suficiente una sola copia del gen para
recuperar la funcionalidad mientras que, en una enfermedad dominante, se tendria que
recurrir a la mutacion dirigida del gen dafado; iii) La naturaleza de la mutacidon porque
cuando la mutacién es por pérdida de funcién del gen o porque la propia proteina es no
funcional se solucionaria el defecto con la introduccibn de una copia correcta del gen,
mientras que las mutaciones de ganancia de funcidon necesitan un bloqueo del gen mutado o
correccion dirigida de la mutacion; iv) El tamafio del gen a insertar ya que los genes con
secuencias de pequefio tamafio son mas faciles de transferir al interior de las células,
mientras que los genes de gran tamafo presentan, sin embargo, la dificultad de encontrar
un vector adecuado a esta circunstancia.

La Terapia Celular puede definirse como el transplante de células vivas a un organismo con
el fin de reparar un tejido y las funciones perdidas. Quiza el criterio mas claro para
diferenciar la Terapia Génica de la Terapia Celular resida en el tipo de método empleado. En
Terapia Génica el procedimiento mas comun es in vivo. En el caso de la Terapia Celular, lo
mas normal es que se trate de una técnica ex vivo, por la cual la modificaciéon celular se
realiza en células humanas cultivadas en un laboratorio, y no directamente sobre el paciente.
Otra caracteristica diferencial es que en Terapia Génica se transfecta la célula diana con un
gen mientras que en Terapia Celular, aunque también se pueden transfectar, lo habitual es
que se reimplanten las células expandidas simplemente sin modificar. Estas células pueden
proceder del propio paciente en cuyo caso se denominan autdlogas o bien proceder de otro
individuo (heterélogas). En cualquier caso, se realiza su expansion in vitro en cultivo y se
preparan para su posterior transplante en el paciente (medicina regenerativa). La ventaja
de utilizar las células del mismo individuo es que se evitan los tratamientos supresores para
suprimir la respuesta inmunolégica de rechazo.

Las células empleadas pueden ser células madre o células ya especializadas que son
aquellas que mantienen su funcionalidad dentro del tejido dafiado, en el caso de realizar un
cultivo de crecimiento, o bien células cancerosas para ser modificadas genéticamente,
aungue si se tratase de células madre, ademas de los factores de crecimiento, serian
necesarios factores especificos que determinaran la diferenciacion hacia el tipo celular que
se desea cultivar.

Un tipo de células madre que se utilizan son las células embrionarias pluripotenciales
provenientes de la masa celular interna del embrién en estadio de blastocisto (7-14 dias) y
que pueden dar lugar a los diferentes tipos celulares del organismo (1). Otro posible origen
de las células madre empleadas es el organismo adulto, que posee distintos linajes de estas
células multipotenciales en localizaciones como la piel, sangre, médula 6sea, epitelio
intestinal, musculo cardiaco y esquelético, pancreas, cerebro y retina entre otras. Hasta
ahora, se sabia que este tipo de células sélo podian generar células diferenciadas y
especializadas del tejido donde residian; pero se ha comprobado que estas células en cultivo
y expuestas a distintas condiciones pueden transdiferenciarse, es decir, son capaces de
reprogramarse y dar lugar a otros tipos celulares que se pensaba que eran incapaces de
generar.



La conjuncion Terapia Génica-Terapia Celular y su aplicacion en clinica

Como se ha explicado anteriormente, la modificacion ex vivo de células mediante
manipulacién genética (Figura 1) constituye la acciéon conjunta de los dos métodos
protagonistas de este capitulo. Se combinan de este modo dos técnicas eficaces que, en
conjunto, permiten un variado rango de posibilidades, ya que, como se ha dicho, en el
procedimiento in vivo resulta mas compleja la manipulaciéon genética de células madre y su
proliferacion controlada, puesto que en muchos casos estas células degeneran en un tumor
por su alto grado de division celular. El inconveniente de que el método sea ex vivo reside
en que, tras la manipulacién, el tejido debe ser devuelto lo mas puro posible al individuo,
evitando de este modo un rechazo potencial o cualquier tipo de disfuncion celular tras la
modificaciéon fuera del organismo.
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Figura 1. Conjunciéon Terapia Génica-Terapia Celular.
Deficiencia de Adenosina Deaminasa (ADA)

Se trata de una enfermedad con un patron de herencia autosémica recesiva. Esta
deficiencia se caracteriza por originar una disfuncién en los linfocitos T y B reduciéndose asi
la capacidad del sistema inmunitario para combatir las infecciones. Los sintomas suelen
aparecer en el primer afio de vida y obligan al nifio a permanecer en una “burbuja” con el
objetivo de evitar cualquier posible infeccién.

En 1990 se comenzé el tratamiento de esta enfermedad mediante Terapia Génica. Los nifios
que fueron tratados entonces para esta mutacién iniciaban una respuesta inmune eficaz,
pero al final no eran capaces de superar la enfermedad. Esta fue, ademas, la primera
dolencia tratada con éxito mediante técnicas de Terapia Génica ex vivo y es precisamente el
tipo de enfermedad en el que se realizan actualmente la mayor parte de los ensayos de
Terapia Génica combinada con Terapia Celular (2).

Hipercolesterolemia familiar congénita
Es una enfermedad monogénica de herencia dominante. En los individuos que padecen esta

disfuncién existe una deficiencia de receptores para LDL (lipoproteina de baja densidad) que
son, generalmente, sintetizados por el higado. La principal consecuencia del exceso de



colesterol en sangre es el desarrollo de enfermedades coronarias. La Terapia Génica que se
aplica en este caso suele realizarse mediante un método ex vivo, técnica iniciada en
modelos de conejo WHHL (“Watanabe Heritable Hyperlipidemic”) (3). Los hepatocitos de un
cultivo celular son transducidos con retrovirus que contienen la copia correcta para la
proteina receptora del LDL (4).

Distrofia muscular de Duchenne

Se trata de un desorden severo ligado al cromosoma X que Unicamente afecta a los
hombres y que se manifiesta con un deterioro muscular progresivo. La proteina implicada es
la distrofina, la cual se relaciona con el mantenimiento de la forma y la estructura muscular
debido a su funcion de union al citoesqueleto y a la matriz celular. Al principio, la
regeneracién natural de las fibras musculares frena los sintomas de esta enfermedad, si
bien, con el tiempo, la velocidad de regeneraciéon se ve superada por la de degeneracion.
Este hecho puede llevar al paciente a una paralisis total e incluso a la muerte.

El tratamiento con Terapia Génica se realiza en la mayoria de los casos mediante virus
adenoasociados, pero también se emplean retrovirus. A parte de la terapia in vivo, se han
realizado estudios de modificacion genética ex vivo de mioblastos. Asimismo, se ha
comprobado la similitud entre la distrofina y la utrofina, abriéndose asi nuevas expectativas
de curaciéon con respecto a esta proteina implicada en los sintomas de la distrofia muscular
de Duchenne, ya que la utrofina ofrece en ocasiones mejores resultados que la propia
distrofina (5).

Fibrosis quistica

Puede ser definida como una enfermedad genética de herencia autosémica recesiva que se
debe a la mutacion en el CFTR (“cystic fibrosis transmembrane conductance regulador”) que
funciona como canal de cloro y, ademas, regula otras rutas de transporte como, por
ejemplo, la absorcion de sodio. El defecto en este gen tiene como consecuencia un
transporte anormal de los electrolitos en las glandulas exocrinas, conduciendo a una
obstrucciéon cronica en los pulmones, insuficiencia pancreatica exocrina y un aumento de
electrolitos en el sudor.

El protocolo de Terapia Génica para el tratamiento de esta enfermedad consiste en utilizar
las células del epitelio respiratorio y, mediante liposomas o vectores virales, introducir en
esas células el gen correcto de CFTR. Los métodos in vivo e in situ son los mas empleados
en estos casos, aunque también se estan conjugando técnicas de Terapia Celular junto a las
modificaciones genéticas (6).

Cancer

Es uno de los campos en los que mas se esta investigando por su alto grado de incidencia a
nivel mundial. En el caso concreto de esta enfermedad, no se trata de corregir un defecto
genético como ocurre en el caso de las enfermedades monogénicas o poligénicas. Aqui, la
Terapia Génica tiene como objetivo la destruccién de las células tumorales. Las distintas
estrategias que se estan llevando a cabo en Terapia Génica (7) tratan de: i) Incrementar la
actividad antitumoral de células inmunes por medio de citoquinas como las interleuquinas,
interferones, factor de necrosis tumoral, etc.; ii) Introducir un gen suicida o de sensibilidad
aumentada a ciertos farmacos; iii) Bloquear la expresion de oncogenes mediante
oligonucledtidos antisentido; iv) Introducir genes supresores de tumores (p53); V)
Aumentar la inmunogenicidad del tumor a través de la introduccion de “vacunas tumorales”
y vi) Transferir genes con efecto antiangiogénico, para inhibir la formacion de vasos
sanguineos inducidos por el tumor.

Enfermedades neurodegenerativas



En este campo también se realizan ensayos de Terapia Génica ex vivo, como por ejemplo,
en casos de Alzheimer o Parkinson (8). El Alzheimer es la enfermedad neurodegenerativa
mas comun en todo el mundo y se caracteriza por una demencia progresiva que tiene como
uno de sus primeros sintomas el deterioro de la memoria. El paciente empeora
progresivamente mostrando un déficit perceptivo, lingulistico y emocional a medida que la
enfermedad va avanzando. En el cerebro de estas personas se forman placas y ovillos de
fibras que lo van recubriendo. La atribucién de un origen genético para la enfermedad del
Alzheimer se ha propuesto recientemente, sin haber logrado todavia, no obstante, un
conocimiento exacto de todos los posibles factores que pueden influir en el desarrollo de
esta enfermedad. Se han realizado distintas aproximaciones para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer en humanos. Un ejemplo de ello es la sobre expresién de la
proteina calbindina d28K en cultivo de neuronas de hipocampo de rata, donde se observo
que conferia proteccion frente al fragmento 25-35 del péptido 3 amiloide (9).

El Parkinson, por su parte, es una enfermedad neurolégica crénica que consiste en la
alteracion progresiva de la zona del mesencéfalo, area cerebral que se asocia al control y
coordinaciéon del movimiento. Se produce una disminucién de la dopamina, sustancia
neurotransmisora del impulso nervioso. El paciente experimenta rigidez corporal,
dificultades para andar, temblor y alteraciones en el control de los movimientos, entre otros
sintomas. Por otro lado, la enfermedad de Corea de Huntington se trata de una
degeneracion de las neuronas del ganglio basal debido a una mutacidon que consiste en la
repeticiéon anormal del triplete CAG en la secuencia del DNA del cromosoma 4. Un posible
tratamiento podria ser el uso de factores neurotréficos mediante Terapia Celular con objeto
de regenerar las neuronas muertas (10).

El mayor inconveniente de las técnicas de Terapia Celular es encontrar una célula que
sobreviva mucho tiempo a nivel cerebral y que no sea rechazada por el paciente.

Hemofilia

La hemofilia es una enfermedad de origen congénito ligada al cromosoma X y que se
caracteriza por la deficiencia de los factores de la coagulacion VIII o IX. En consecuencia, el
individuo sufre trastornos de la coagulacién.

Estan siendo investigadas distintas estrategias para la transferencia de los genes que
permitieran al paciente la sintesis continua de los factores VIII (en la hemofilia A) y IX (en
la hemofilia B) (11). Se han logrado grandes avances en la expresion de estos factores
mediante la transferencia in vivo de vectores, fundamentalmente adenoasociados, en
modelos animales.

Infeccién por el VIH

En la actualidad, esta infeccion se considera una enfermedad genética adquirida, ya que el
virus al retrotranscribir su RNA gendmico integra el DNA resultante en el cromosoma de la
célula que infecta, modulando sus funciones y suprimiendo el sistema inmune.

Dos claros propdésitos son los que tiene la Terapia Génica en esta patologia (12). El primero
de ellos seria la proteccion de las células no infectadas y el segundo la destruccion de
aquellas que ya poseen el virus. Se han realizado distintos estudios para el tratamiento de
esta infeccibn mediante Terapia Génica, tanto in vitro en lineas celulares como in vivo en
modelos animales.

En la actualidad, se estan ensayando distintos protocolos clinicos de Terapia Génica para
tratar esta infeccion mayoritariamente con técnicas ex vivo. El protocolo consiste en extraer
células del paciente y, por inyeccion directa o por vectores virales, se inserta el gen
terapéutico. Las células que han incorporado y expresado el transgén son reintroducidas al
paciente por via intravenosa.



Las estrategias utilizadas en los ensayos clinicos realizados en Terapia Génica para la
infeccidon por el VIH se han basado en: i) Introducir genes inhibidores de la replicacién viral
en monocitos y linfocitos T con el objetivo de inhibir la produccidon del VIH; ii) Utilizar
oligonucledtidos antisentido complementarios en secuencia génica al VIH para la formacion
de “duplex” que bloqueen la traduccion; iii) Transferir genes de proteinas mutadas del VIH
para su competencia con las proteinas nativas del virus con el objeto de dificultar el
ensamblaje del virus o inhibir su replicacion; iv) Uso de ribozimas para que uniéndose a
secuencias complementarias del RNA diana puedan romperlo con su actividad ribonucleasa,
y V) Introducir genes en las células diana que codifiquen anticuerpos frente a las proteinas
del VIH y asi bloquear su ciclo bioldgico.

Diabetes

La diabetes mellitus tipo | se caracteriza por un proceso autoinmune de destruccion de las
células productoras de insulina, mientras que la de tipo Il aparece por combinacién entre la
resistencia a la accién de la insulina por parte de los tejidos y una funcién alterada de la
célula pancreéatica.

En la actualidad, las terapias que existen para la enfermedad no suponen su curacion, por lo
que el trasplante de islotes pancreaticos es una técnica prometedora para restaurar la
funcionalidad de las células en los pacientes. Sin duda, hay que contar con que la técnica
tiene limitaciones como el gran nimero de pancreas necesarios para la obtencion de los
islotes y el rechazo del injerto.

En pacientes con diabetes tipo | la Terapia Génica (13) trata de modificar la respuesta
anémala del sistema inmunitario y de incrementar el nimero de células que secreten
insulina. Las estrategias de actuacién sobre la respuesta inmune se han basado en: i) La
prevencion de la inflamacién previa a la destruccién de células B estimulando la expresion
de interleuquina 4; ii) La inhibicién de moléculas como la interleuquina 1, interferdn y, éxido
nitrico e interleuquina 6, implicadas en el desarrollo de la diabetes tipo I, y iii) La produccién
de anti-CD4 en células modificadas genéticamente por su importante papel en la activaciéon
de linfocitos T.

Con objeto de incrementar las células B, la Terapia Génica ha tratado de crear células
distintas a las B que secreten insulina, y es en los hepatocitos donde se han obtenido los
mejores resultados. Los hepatocitos son capaces de captar la glucosa del exterior ya que, al
igual que las células B, poseen el receptor de membrana GLUT2. Si ademas este receptor
esta modificado, también pueden secretar insulina con una funcionalidad similar a la
producida por el pancreas. Mediante la introduccion del gen PDX-1, implicado en la
expresion del gen de la insulina en las células 3 del pancreas, se ha conseguido la secrecion
de insulina en los hepatocitos del higado de ratones a los que se les habia inducido diabetes.

Otra aproximacion es la modificacion de los hepatocitos de animales de experimentacion
para que adquieran caracteristicas de células B mediante la introduccién de los genes Btc y
Neurod. Con esta técnica se ha observado que esos hepatocitos sufren una transformacion
hacia islotes pancreaticos con la consiguiente producciéon de insulina.

Regeneracion del miocardio

La Terapia Celular en cardiologia tiene como objetivo impedir la aparicion de insuficiencia
cardiaca tras el infarto de miocardio (14).

Actualmente, los avances en el transplante cardiaco y el tratamiento con farmacos no estan
resultando suficientes para reducir la gran mortalidad que se deriva de muchos episodios
cardiovasculares. Por tanto, el transplante celular para regenerar el tejido dafiado es una
gran alternativa para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares, ya que el fin



ultimo del implante de células es inducir el crecimiento de nuevas fibras musculares
cardiacas y activar la angiogénesis en el miocardio dafiado. Ya en 1992 se emplearon
mioblastos indiferenciados cultivados para poder regenerar el miocardio en modelos
animales y en el afio 2000 se comenzd su aplicacion en humanos.

Las células empleadas en la Terapia Celular para la regeneraciéon miocardica pueden ser de
distintos origenes pero, el uso de células autélogas, suprime rechazos inmunoldgicos y evita
problemas bioéticos. Los distintos tipos de células que pueden emplearse para este objetivo
son: células madre cardiacas, musculares lisas, mioblastos esqueléticos, células madre de
meédula 6sea y células madre embrionarias.

Los resultados obtenidos hasta el momento en Terapia Celular para la regeneracion del
miocardio muestran un incremento de contractibilidad de las células implantadas, aunque
con algun episodio de arritmia. Se ha demostrado que el implante de células musculares
aumenta la elasticidad, previniendo cambios en las estructuras ventriculares. Entre los
efectos beneficiosos de esta Terapia Celular destacan la reduccion del tamarfio de la cicatriz
en el area del infarto, aumento del grosor de la pared del ventriculo izquierdo y su
distensibilidad, asi como un incremento en la contractibilidad del miocardio.

Estudios mas actuales que combinan Terapia Génica y Terapia Celular

Actualmente, estan en marcha cerca de 700 ensayos clinicos de Terapia Génica en todo del
mundo de los cuales muchos no emplean Unicamente un tipo de terapia, sino que conjugan
la Terapia Génica y la Terapia Celular con resultados, en algunos casos, mas eficaces que su
aplicacion por separado. Se combina el uso curativo de las células del propio paciente con
las propiedades que confiere la manipulaciéon genética de éstas. En algunos casos, la
Terapia Génica ex vivo se usa como una técnica paliativa; en otros casos, s6lo es un medio
de comprobacion de parametros celulares que no se obtienen facilmente in vivo.

Inmunodeficiencia severa combinada debida a una deficiencia en adenosina deaminasa

Este estudio (15) se ocupa de la deficiencia de adenosina deaminasa en pacientes con
inmunodeficiencia severa combinada. El tratamiento actual para esta dolencia se basa en la
administracion de PEG-ADA, que aumenta el numero de células inmunes del paciente pero
que no supone la curacién de la enfermedad. Ademas, estos pacientes no son candidatos
para un transplante de médula HLA compatible.

El protocolo para la aplicacion de Terapia Génica en este tipo de afeccién puede basarse en
el aislamiento de células madre de corddn umbilical (en recién nacidos) o de la médula 6sea
(en el caso de individuos adultos), o bien en la obtenciéon de células mononucleares
(mediante aislamiento sobre gradiente de Ficoll) para su posterior manipulacién en el
laboratorio.

En este ensayo, en particular, se realiza la extraccion de las células madre de la médula
O6sea. El siguiente paso consiste en aumentar el numero de células del cultivo gracias a
factores de crecimiento y, posteriormente, caracterizar la poblacién obtenida. Una vez
caracterizada una poblacibn homogénea de células se transfectan con el gen humano
normal de ADA a través de vectores retrovirales. Después de la expansion de estas células
modificadas se reimplantan en el paciente mediante inyeccién intravenosa.

Inmunodeficiencia severa combinada ligada al cromosoma X
En este caso (16), nos encontramos ante un tipo concreto de inmunodeficiencia severa

combinada en la cual los pacientes presentan, en la superficie de sus linfocitos, la cadena
comun gamma defectiva. Esto provoca una deficiencia en la produccién de anticuerpos por



parte de los linfocitos B y la ausencia de linfocitos T en el individuo que sufre esta
enfermedad.

Actualmente, la solucion parcial de esta afeccidon consiste en el transplante de médula 6sea
de un donante compatible. Ademas de la dificultad que constituye de por si la obtencion de
meédula 6sea y el que ésta no sea rechazada por el receptor, nos encontramos con que los
individuos tratados de esta manera no recuperan un nivel funcional normal de su sistema
inmune. Por ello, es necesario el desarrollo de terapias sustitutivas o complementarias como
puede ser la Terapia Génica en conjuncion con la Terapia Celular.

El procedimiento se basa primero, en obtener células madre hematopoyéticas del propio
paciente, que son cultivadas, congeladas y preservadas en un banco de tejidos. Para iniciar
la insercién del gen funcional se descongelan esas células y, finalmente, se les introduce el
gen correspondiente gracias a un retrovirus para su posterior trasplante al mismo paciente.
Este método evita el rechazo inmunolégico en la mayor parte de los casos.

Hipercolesterolemia familiar

Uno de los mas recientes ensayos clinicos para esta patologia se basa en un ensayo ex vivo
de Terapia Génica (17) que utiliza hepatocitos autélogos, genéticamente corregidos con
retrovirus recombinantes que portan el gen del receptor para LDL. Se pretende lograr, de
esta forma, un nivel adecuado de receptores funcionales e indirectamente niveles
circulantes normales de colesterol. Los pacientes muestran un genotipo homocigoto para la
hipercolesterolemia familiar congénita, cuyo fenotipo es la ausencia de este tipo de receptor.
Se realizé6 con éxito la transduccién y el posterior transplante en el higado del tejido
modificado que se habia obtenido ex vivo. El resultado fue la correccion estable de la
deficiencia de receptores para LDL durante 18 meses de tratamiento.

También en este sentido se esta llevando a cabo otro ensayo de seguridad y viabilidad de
un protocolo de Terapia Génica ex vivo (18) en el que se utilizan hepatocitos aislados de
cinco pacientes con edades entre los 7 y los 41 afos. El posterior transplante se lleva a cabo
a través de la reinfusion de una suspension relativamente densa de células autdlogas
modificadas, todo ello a través de un catéter situado en una vena afluente de la vena porta.
La ausencia de trombosis en la vena porta, de anormalidades en las pruebas de
funcionamiento del higado y en los parametros hematoldgicos, hizo de este transplante un
éxito. Ademas, se comprobd que la posicion mas eficaz del catéter correspondia a la vena
inferior mesentérica, obteniendo peores resultados cuando se utilizaba la vena gastrica
izquierda.

La conclusion final es que la Terapia Génica ex vivo en higado no parece que pueda ser
aplicada a gran escala, pero si se puede asegurar que es una técnica factible y
relativamente segura. La aplicaciéon de este procedimiento podria realizarse en pacientes
seleccionados en funcién de que su enfermedad metabdlica mostrara signos evidentes de
poder ser corregida de manera significativa de esta forma.

Distrofia muscular de Duchene

La inyeccion de mioblastos en ratones histocompatibles (19), da lugar a un problema que se
han tenido que solventar en los ultimos afios como es la degeneracion de las células
transplantadas por el sistema inmune. Para la aplicacién de Terapia Génica y Terapia Celular
los mioblastos deben ser aislados, mediante biopsias musculares, y cultivados in vitro,
donde se transducen con el vector apropiado para finalmente ser reinyectados en uno o mas
musculos del paciente del que fueron extraidos. Pero existen dos problemas adicionales mas
como es la dificultad de producir el vector apropiado para acoger al gran cDNA de la
distrofina o de la utrofina, y por otro lado la baja vida media de las células miogénicas
aisladas de los pacientes.



La capacidad proliferativa de los precursores miogénicos decae considerablemente durante
el periodo temprano de crecimiento postnatal, en paralelo a la reduccidon progresiva de la
longitud del telébmero, lo cual sucede en las dos primeras décadas de la vida. Ademas, las
células miogénicas de los pacientes con distrofia muscular de Duchenne reducen su
capacidad mitdtica a lo largo de los muchos ciclos de regeneracién-degeneracion.

Las células obtenidas de la biopsia y que se encuentran creciendo in vitro sufren
rapidamente una disminucién en sus funciones, pero pueden ser tratadas mediante Terapia
Génica, introduciendo en ellas vectores retrovirales que porten el gen normal. La baja vida
media hace dificil obtener un gran numero de células modificadas ex vivo y, por tanto,
aporta pocas esperanzas a la hora de considerarlo un método eficaz de curacién. Para evitar
este hecho, en este ensayo se transdujeron las células con vectores retrovirales que
aportasen cierto tipo de “inmortalizaciéon”. También se ha intentado transducir fibroblastos
con el gen MyoD incluido en un vector adenoviral. Es, en definitiva, una alternativa a la
terapia con mioblastos. En cualquier caso, las ultimas investigaciones al respecto se dirigen
hacia la utilizacion de células madre de la médula Gsea.

Otro ensayo interesante es el que se realiza utilizando un sistema de liberacion de
microdistrofina con el objetivo de regenerar el tejido muscular utilizando células madre (20).
En este ensayo, se aislaron células MSP ("muscle side population”) que se cultivaron in vitro.
Posteriormente, se introdujo en ellas el gen normal gracias a vectores lentivirales
autoinactivos. El transplante de estas células dio como resultado la fusion de miofibras en
los ratones empleados en el estudio y la deteccion de células que expresaban distrofina.
Este dato hace pensar que este tipo de terapias puedan ser una buena alternativa a los
problemas derivados de las distrofias musculares.

Fibrosis quistica

La Terapia Génica para pacientes que sufren fibrosis quistica puede ser realizada mediante
meétodos ex vivo o in vivo. La mayoria de los ensayos suelen aplicar técnicas de Terapia
Génica in vivo, aunque existen varios ensayos en los que se realiza una manipulacion in
vitro de las células extraidas del paciente. En este Ultimo caso, se han utilizado células
progenitoras de la médula 6sea en condiciones de esterilidad para su posterior manipulacién
genética y transducidas mediante lipoplejos (21).

A diferencia de lo que hemos ido viendo hasta ahora, el desarrollo de las células modificadas
in vitro se suele emplear para investigar la funcion del gen CFTR, y no como método de
curacion de la enfermedad por transplante del tejido normalizado. Se ha comprobado una
buena eficacia del uso de la terapia in vivo, en la cual se emplean aerosoles que llevan al
epitelio respiratorio los liposomas o los vectores adenovirales que portan el gen de CFTR.

Los resultados mas recientes (22) demuestran que los vectores virales tales como
adenovirus y virus adenoasociados son poco eficaces debido a su alta inmunogenicidad que
reduce la eficacia de cada dosis administrada al paciente. El empleo de vectores no virales
ha sido mas exitoso en cuanto a la disminucién de la respuesta inmune, pero este tipo de
vectores han demostrado ser menos efectivos en cuanto a la transferencia del gen. En
muchos casos, la mortalidad de los pacientes que sufren fibrosis quistica se debe a una
inflamacion pulmonar preexistente; por ello, es muy importante que el vector no cause o
agrave esta condicion.

Los modelos in vitro utilizando células epiteliales bronquiales humanas de la fibrosis quistica
demuestran una reduccion isotdnica en el volumen de liquido superficial de las vias aéreas v,
por lo tanto, un deterioro en el movimiento de las mucosidades superficiales. Se ha probado
en estas condiciones la toxicidad de los liposomas catiénicos y también la eficacia del
empleo de pladsmidos de DNA como vectores del gen normal. A cualquier dosis de DNA
plasmidico se obtiene una buena eficacia y no se observa toxicidad local ni sistémica.



Como hemos visto, el uso de la Terapia Génica ex vivo se suele emplear en los ensayos de
fibrosis quistica para comprobar la eficacia de los vectores o comprobar parametros
celulares Unicamente, y no se suele utilizar como un método de curaciéon de la enfermedad.

Vacunacién con células autdlogas de cancer de pecho modificadas que secretan factor
estimulante de granulocitos y macréfagos (GM-CSF)

En este ensayo (23), ademas de combinar Terapia Génica y Terapia Celular, se emplea
radiacion para evitar que las células tumorales contintien dividiéndose, pues sera en ellas
donde se inserte por Terapia Génica el gen productor de GM-CSF, una hormona que
estimula el sistema inmune del paciente.

Para conseguir este resultado, sera necesario tomar una muestra quirurgica del tumor o
bien obtener fluido del que podamos aislar esas células tumorales. Ya en el laboratorio se
procedera a la fabricacion de la vacuna. Con este fin, se inserta en las células tumorales,
mediante adenovirus, el gen que las permita secretar la hormona GM-SCF que estimula el
sistema inmune, favoreciendo la formacion de colonias de granulocitos-macréfagos. La
vacunacion seguird unas pautas establecidas, en las cuales se combinara en algunos casos
la vacuna (células tumorales manipuladas genéticamente) junto con la inyeccién de células
irradiadas no transducidas en diferentes zonas del paciente. Estas serviran para determinar
si el sistema inmune esta respondiendo a las células tumorales metastasicas.

Administracion de células dendriticas (DCs) autdlogas transfectadas con adenovirus que
portan el gen Her-2

En este ensayo (24) se conjuga la Terapia Génica y la Terapia Celular pero ademas se
aprovecha el papel de la célula dendritica como “educador” inmune. Las células dendriticas
atrapan a los antigenos ya sean virus, bacterias u otros organismos y los presentan a las
células T para reclutar su ayuda en la respuesta inmune. En el caso del cancer, estas células
dendriticas no reconocen como extrafias a las células cancerosas.

Se persigue por tanto que modificando las células dendriticas, éstas sean capaces de activar
una respuesta autoinmune de tipo especial que incluya un ataque de las células T contra las
células cancerosas. Para ello, se cultivan las células dendriticas de un paciente y se les
inserta el antigeno especifico del tumor a tratar lo que lleva a la expresion de MHC-1 y MHC-
Il. Las moléculas MHC (“major histocompatibility complex”) son glucoproteinas que
procesan antigenos del interior de las células y los presentan a las células T. Se logra asi
que las células dendriticas maduren y desplieguen los mismos antigenos del tumor que
aparecen en las células cancerosas. Cuando estas células dendriticas son reimplantadas en
el paciente, presentan sus nuevos antigenos al sistema inmunolégico y las células T
responden especificamente frente a esos antigenos.

Dentro de los distintos tipos de tumor mamario, el cancer de mama Her2 positivo se
caracteriza por una mayor cantidad de la proteina Her2 en la superficie de las células
tumorales. Este es el tipo de cancer de pecho mas agresivo y hacia el cual se dirige este
ensayo clinico. La transduccion del gen se realiza con un adenovirus, que es vector del gen
Her-2/neu (bajo el control del promotor humano MMTV).

Ensayo clinico en Fase I con factor de crecimiento neuronal para la enfermedad de
Alzheimer

La pérdida de neuronas colinérgicas (aquellas que fabrican acetilcolina para utilizarla como
sustancia neurotransmisora) es uno de los sintomas mas notables en la enfermedad de
Alzheimer. La integridad de estas neuronas depende de la accion del NGF ("Nerve Growth
Factor”), factor producido por las células nerviosas del hipocampo que a su vez son diana de
las moléculas de acetilcolina. De este modo, se produce una interaccion reciproca en la cual
las neuronas que segregan acetilcolina activan las terminaciones axénicas de las neuronas
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del hipocampo, que segregan entonces el NGF. Este factor debe ser captado por las
neuronas colinérgicas que lo transportaran de manera retrograda hacia el cuerpo de la
neurona para llegar al nucleo, donde el NGF realizara su funcién de mantener la viabilidad
de la neurona. En la enfermedad de Alzheimer hay una interrupciéon en este transporte
retrégrado, por lo que la neurona colinérgica degenera y pierde su capacidad de activar las
células del hipocampo por la acetilcolina.

En este ensayo en fase | (25) se emplean fibroblastos autélogos genéticamente modificados
de ocho individuos con la enfermedad de Alzheimer en un grado leve, para que expresen
NGF humano (Figura 2). Estos fibroblastos manipulados genéticamente son inyectados en
la zona del telencéfalo y el diencéfalo para actuar como fuentes del factor de crecimiento.
Durante el proceso se observa una mejoria del declive cognitivo y no se aprecian reacciones
adversas.

Utilizacion de astrocitos primarios transducidos por retrovirus que portan el gen de la
tirosina hidroxilasa para la enfermedad de Parkinson

El grupo de Cortez y colaboradores (26), han utilizado un sistema de transferencia retroviral
para la modificacion de los astrocitos primarios con un transgén que expresa tirosina
hidroxilasa (enzima que produce DOPA a partir de la tirosina) bajo el control transcripcional
de un promotor humano de la GFAP (“glial fibrillary acidic protein”).

Las células asi manipuladas fueron probadas en un modelo para la enfermedad de Parkinson.
El método se basa en la propiedad de los astrocitos de formar parte del tejido neural, de
presentar una mayor vida media, de ser mas resistentes al estrés oxidativo que las
neuronas y de poseer un eficaz sistema secretor. El promotor de la GFAP es activo a lo largo
de la vida postnatal.

Las células asi manipuladas fueron insertadas en modelos de ratas para, de este modo,
comprobar su eficacia. Los astrocitos indujeron una reduccion significativa en el
comportamiento que se produce en respuesta a la apomorfina (agonista dopaminérgico)
durante las 4 semanas siguientes al tratamiento. Ademas, el mRNA y la proteina
transgénica se podian detectar a nivel cerebral. Dichos resultados muestran que se podria
adaptar el sistema a un vector retroviral para obtener el suficiente nivel de actividad génica
y lograr asi un efecto prolongado de su expresion. Estos datos sefialan a los astrocitos como
el futuro para la Terapia Génica en el sistema nervioso central.

Utilizacion de células madre mesenquimales de tejido adiposo y genes suicidas para el
tratamiento del cancer

Las células mesenquimales, como asi se detalla en el capitulo 6 de este mismo libro, son
una fuente de células madre muy prometedoras para la Terapia Génica y la Terapia Celular.
Kucerova y colaboradores (27) han introducido un gen suicida en este tipo de células
utiizando una construccion en levadura formada por citosina deaminasa-uracil
fosforribosiltransferasa, utilizando para la transduccidon un retrovirus. Se ensayo en células
neoplasicas de colon utilizando la 5-fluorocitosina como prodroga que induce la apoptosis
celular. Los resultados demostraron la migracion al tumor de este tipo de células asi
transfectadas que liberan el gen suicida para ejercer el efecto citotoxico esperado de forma
localizada y especifica.

Aspectos éticos en la aplicacion clinica de la Terapia Génica y la Terapia Celular
Todo el progreso que se ha hecho patente en el campo de la Biomedicina, gracias a la

Terapia Génica y Celular, suscita grandes interrogantes sobre el alcance y el limite de estos
avances tanto a nivel cientifico como a nivel social en general.
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Figura 2. Restablecimiento de los niveles de NGF utilizando fibroblastos.

La transferencia de genes puede realizarse en células germinales o en células somaticas.
Todos los ensayos clinicos que se llevan a cabo hoy dia en Terapia Génica se realizan en
células somaticas, ya que de esta manera la informacion genética transferida no afecta a la
descendencia del paciente. La Terapia Génica en células germinales, al variar la identidad
genética germinal del ser humano, no se permite por ley. La posibilidad de modificar
genéticamente las células germinales esta creando muchos interrogantes sobre el derecho,
si es que existe, para manipular y alterar el patrimonio genético del individuo que hasta
ahora s6lo se ha ido produciendo a traveés de la propia evolucion.

Otro aspecto que se contempla en la legislacion es el objetivo con que se realiza la Terapia
Génica. Esta técnica uUnicamente esta permitida para fines terapéuticos, es decir, para el
tratamiento de enfermedades y nunca con fines eugenésicos, en los que se trataria de
mejorar la raza seleccionando ciertas caracteristicas de la poblacién.

Existen distintos aspectos éticos a considerar en cuanto al uso de los vectores virales en
Terapia Génica. Mientras que los vectores no virales, como los liposomas, no han planteado
problemas de tipo ético, el uso de vectores virales, disefiados para incrementar la eficacia
de transferencia de la informacion genética, ha provocado un gran debate por la posibilidad
de que puedan crearse particulas virales activas. Pero como en cualquier innovacion
terapéutica, este riesgo esta siendo analizado frente a los beneficios de la técnica.

Por otra parte, la utilizacién de células madre embrionarias en Terapia Celular, por su gran
potencial terapéutico, conlleva importantes problemas éticos en cuanto a su obtencién, ya
que supone manipular y dafiar incluso a un embrién. Por este motivo, muchos
investigadores se decantan por la utilizacion de células madre adultas, ya que mantienen la
idea de respetar al embrién por constituir el inicio de una nueva vida. Ademas, piensan que
las células madre de los tejidos adultos al estar mas diferenciadas que las embrionarias
facilitan la labor de orientacion en el desarrollo celular y tienen una menor tendencia a
generar tumores. Por el contrario, otro sector cientifico opina que el embribn no puede
entenderse, en ese estadio, como un ser humano, y por tanto no debe, su manipulacién
plantear ningun problema ético.

A la vista de esta controversia, sera necesario que se aclaren y definan bien los conceptos
éticos para el desarrollo de terapias seguras y que supongan un beneficio para el paciente.
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Futuro de la Terapia Génica y de la Terapia Celular

En todos los estudios que se han presentado en este capitulo, se combinan de una forma
eficaz la Terapia Génica y la Terapia Celular. De una parte la Terapia Génica asegura la
capacidad de manipular el genoma celular para corregir las deficiencias que causan los
distintos sintomas de las enfermedades, con el objetivo de poder tratarlas con garantias. De
otra parte, la Terapia Celular aporta un amplio abanico de posibilidades, puesto que la
manipulacion in vitro de las células evita ciertos efectos secundarios no deseables. Por otro
lado, la utilizacién conjunta de estas terapias presenta dos ventajas, tal y como se ha
comprobado en algunos de los estudios anteriores: por una parte la curacion de la afeccion
tratada mediante el transplante del tejido funcional obtenido in vitro y por otra el analisis de
parametros celulares antes y después del uso de técnicas de modificacién genética.

Ademas, como hemos advertido, el empleo de la Terapia Génica ex vivo tiene ciertas
ventajas como, por ejemplo, la transduccién del gen mediante métodos fisicos, posibilidad
que contribuye a la seguridad y control sobre el ensayo realizado. Pero también se han de
tener en cuenta los inconvenientes de la Terapia Génica ex vivo, como por ejemplo, que su
aplicacion seria individualizada, caso contrario al del método in vivo, del cual se puede
realizar una produccién del protocolo “en masa”. Esto es, para cada paciente tratado con
Terapia Génica ex vivo se han de cultivar o bien sus propias células o las de un donante
compatible, mientras que en el caso del método in vivo el mismo tipo de vector puede ser
empleado en diferentes pacientes. Ademas, a parte de los posibles problemas que pueden
aparecer durante la manipulacion in vitro y el posterior transplante, nos encontramos con
que el uso de la Terapia Génica no asegura, a veces, una insercion completa del gen pues
se pueden presentar efectos secundarios relativos al vector, algunos leves como el rechazo
inmunoldgico y otros graves como los choques anafilacticos masivos o los procesos
leucémicos por mutagénesis insercional. En cualquier caso se hace ineficaz el vector.

No obstante, pese a que la conjuncion Terapia Génica y Terapia Celular no es, ni mucho
menos, la panacea médica actual, si nos abre un campo de posibilidades alentador en el
propésito de alcanzar la solucién a ciertas enfermedades que, todavia hoy, se escapan a
nuestros conocimientos médicos. De hecho, debido a que la Terapia Génica es una técnica
con gran potencial terapéutico a pesar de las dificultades que conlleva, muchas empresas
biotecnolégicas han apostado por ella, aunque en este caso no se pueda hablar de un
protocolo universal —siempre mas rentable— sino que se deberan aplicar distintos métodos
dependiendo de las enfermedades a tratar y de las caracteristicas clinicas del paciente. Esto
significa que no se deberd invertir todo el esfuerzo ni todos los recursos econémicos en una
aplicacion determinada, sino que la tecnologia debera ser lo mas amplia posible.

Existen muchas diferencias en cuanto a la aplicacion de la Terapia Génica, ya que la
reglamentaciéon difiere mucho entre los distintos paises. Debido a que en Europa existen
muchas mas limitaciones, la mayoria de las pruebas clinicas se realizan en Estados Unidos y
otros paises. Un problema afiadido es que las empresas y los distintos laboratorios que
trabajan en Terapia Génica tienen que poder acceder a los genes, pero esto es muy costoso
econdmicamente porque la mayoria estan patentados.

La Terapia Génica no ha avanzado tan deprisa como se predecia, pero el progreso no ha
parado en cuanto al conocimiento de las distintas enfermedades, en cuanto a la
identificaciéon de dianas terapéuticas mas adecuadas y en cuanto a la seguridad y eficacia de
los vectores. También se estan intentando mejorar los ensayos en modelos animales para
poder garantizar una mayor seguridad en cuanto a la toxicidad, para futuros ensayos
clinicos de Terapia Génica en humanos.

En cuanto a la Terapia Celular, se debe seguir investigando sobre la biologia de las células
madre adultas para comprender mejor las sefiales que las hacen crecer y diferenciarse, ya
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que se pretende que en un futuro se desarrollen sistemas para poder diferenciar y dirigir
estas células en el paciente, sin necesidad de manipularlas in vitro. Ademas, los hallazgos
sobre la plasticidad en el desarrollo de las células madre adultas, al poder reprogramar su
diferenciacion, plantea el que estas células puedan reemplazar a las células madre
embrionarias en un futuro.

Se afirma que la combinacion de la Terapia Génica y la Terapia Celular representara la
solucién mas efectiva para muchas patologias como el cancer, las inmunodeficiencias, las
enfermedades metabdlicas, las enfermedades autoinmunes, las cardiovasculares o las
infecciosas. Por este motivo, se esta poniendo mucho empefio en que se inviertan mas
recursos econdmicos en este tipo de investigaciones biomédicas.

Hay que ser optimistas, pero también sabemos que en el desarrollo de estas técnicas queda
mucho camino por recorrer y no se deben crear falsas esperanzas a los pacientes, ya que la
Terapia Génica y la Terapia Celular son aun procedimientos experimentales. Por este motivo,
los medios de comunicacion deben transmitir a la sociedad tanto los éxitos como los
fracasos de una forma clara y real.

Como conclusién, se podria decir que tanto la Terapia Génica como la Terapia Celular
representan la Medicina del futuro para el tratamiento de enfermedades tanto hereditarias
como adquiridas. Hasta el momento, los avances en ambos tipos de terapias han
demostrado que se debe seguir en esta direccién investigadora para poder llegar a
manipular tanto los vectores como las células diana con mayor eficacia y seguridad.
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CAPITULO VI
Células madre mesenquimales. ¢Cuadl es su futuro en
Terapia Génica?

Buenaventura Brito, Susana Olmedillas y Rafael Castro

Como se sabe, las llamadas células madre son células indiferenciadas que, en un proceso

de especializacion, dan lugar a los diversos tejidos. Estas células se encuentran tanto en los
embriones como en individuos adultos, con la doble ventaja de que, en adultos, su uso no
s6lo no presenta problemas de rechazo al ser células del mismo individuo, sino que,
ademas, eluden todo problema ético, ya que no hay que sacrificar un embridn para obtener
sus células.

El interés por las posibles aplicaciones clinicas de las células madre adultas ha aumentado
considerablemente en los ultimos afos. En la médula ésea se han descrito diferentes tipos
de células madre: hematopoyéticas (CMH), mesenquimales (CMM), las llamadas Side
Population Cells (SP) y recientemente las células progenitoras adultas multipotentes
(CPAM). Las CMH dan lugar a todos los linajes diferentes de células sanguineas (mieloide y
linfoide), mientras que las CMM generan las células estromales, las cuales pertenecen a los
linajes osteogénico, condrogénico, adipogénico, miogénico Yy fibroblastico. Ambos
compartimentos pueden auto-renovarse por proliferaciéon y mantener su fenotipo de célula
madre. De estos tipos celulares, son sin duda las células madre mesenquimales (CMM) las
que han atraido mas la atencién de los investigadores.

Propiedades de las células madre mesenquimales

Presentes en médula 6sea y en muchos otros tejidos
Facil aislamiento, cultivo y manipulacion

Gran plasticidad y potencial terapéutico

Reparacion y regeneracion de multiples tejidos
Utiles para Terapia Génica y Terapia Celular
Expresion de transgenes a largo plazo

Las células madre mesenquimales no hematopoyéticas de la médula 6sea, fueron
descubiertas por Friedenstein (1), que describid células clonales y plastico-adherentes de la
meédula Gsea, capaces de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condrocitos (2-4). Estas
células son también células estromales, es decir, componentes estructurales de la médula
O6sea que mantienen el cultivo ex vivo de hematopoyesis, al suministrar componentes de la
matriz extracelular, como citoquinas y factores de crecimiento (1,5-7). Numerosas
investigaciones, han venido a demostrar que pueden obtenerse CMM multipotentes a partir
de una amplia variedad de tejidos adultos, y diferenciarse en otra, también amplia variedad
de linajes de tejidos, incluyendo, mioblastos, hepatocitos, y posiblemente tejido neural (8-
10).

Las CMM constituyen uno de los tipos de células madre mas interesantes del estado adulto,
ya que estas células pueden ser facilmente aisladas, cultivadas, y manipuladas ex vivo.
Ademadés, exhiben una gran plasticidad y potencial para aplicaciones terapéuticas, y al
obtenerse de un aspirado de médula 6sea de 2 mL pueden ser expandidas 500 veces en
casi 3 semanas, reteniendo su multipotencialidad durante al menos 6 a 10 pases. La fuente
principal de CMM, en los individuos adultos, es el estroma de la médula 6sea. Estudios
recientes, sugieren que en humanos hay 1 célula madre mesenquimal por cada 34.000
células nucleadas (11), mientras que en ratén la frecuencia estimada es 1 por 11.300-
27.000 células nucleadas (12). ElI potencial de auto-renovacién de las CMM no esta
establecido definitivamente, pudiendo variar mucho segun la metodologia empleada y las



especies de los distintos modelos animales. Las células pueden expandirse por, al menos 40
duplicaciones poblacionales (PDs) antes de que su tasa de crecimiento disminuya
significativamente, como se ha visto de hecho con CMM humanas (13). La adicién de
factores de crecimiento puede modificar también estos resultados, por ejemplo, el factor de
crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2) que incrementa la esperanza de vida replicativa de las
CMM humanas a mas de 70 PDs (14), mientras que las CMM murinas muestran,
aparentemente, una capacidad de crecimiento in vitro ilimitada y sin evidencias de
senescencia (12).

Las CMM cultivadas se caracterizan morfolégicamente y mediante la identificacion de
marcadores antigénicos de superficie tales como CD44, CD29 y CD90, para definir CMM
humanas (15,16), asi como antigenos mas especificos, tales como Stro-1, SH2, SH3 y SH4
(17). Sus caracteristicas fenotipicas indican que poseen antigenos MHC de clase I, pero no
de clase 11, ni las moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 y CD86 (18).

La médula 6sea se ha convertido en un proveedor frecuente de células madre para estudios
de Terapia Génica, y cada vez hay mas evidencias a favor de que estas células seran muy
utiles para este tipo de terapias (18,19-21), especialmente en el campo de la ingenieria de
tejidos. También el tejido adiposo ofrece muy buenas posibilidades. El objetivo ultimo es
usar las CMM en varias formas de terapia y, también, como herramientas para entender los
mecanismos que llevan a la reparacion y regeneracion de los tejidos y 6rganos dafiados o
enfermos, pudiéndose manipular para que secreten una amplia variedad de diferentes
proteinas tanto /n vitro como in vivo, que podrian potencialmente servir para el tratamiento
de muchas deficiencias en proteinas séricas, tanto en aquellas enfermedades genéticas
como adquiridas.

Transferencia génica en células madre mesenquimales

Las células madre pueden manipularse ex vivo y recibir las modificaciones genéticas
necesarias para la correccion de una enfermedad, evitandose con ello la necesidad de
exponer al paciente directamente a los vectores y en consecuencia a sus efectos adversos
fundamentalmente en lo que se refiere a la respuesta inmunoldgica de rechazo con la
posibilidad de choques anafilacticos graves (22) o a la mutagénesis insercional (23). Cuando
se emplean células madre proliferativas, como es el caso de las células mesenquimales,
existe la posibilidad de seleccionar con éxito los clones alterados para la reperfusion, lo que
podria ser suficiente para minimizar los riesgos de mutagénesis insercional. Esta
peculiaridad contrasta con el uso de las células madre hematopoyéticas (CMH) las cuales
son, en gran parte, no proliferativas in vitro.

Hay varias razones por las que las CMH adultas resultan muy prometedoras en sus
aplicaciones en la Terapia Celular y la Terapia Génica: a) Pueden obtenerse y expandirse en
cultivo facilmente, asi como permitir la expresion de transgenes a largo plazo; b) Disponen
de multipotencialidad y de una gran capacidad de auto-renovacion; asi, se ha observado en
numerosos estudios de transplantes en animales que las CMM, expandidas ex vivo, pueden
diferenciarse en células del tejido hospedador, reparando el tejido dafiado por trauma o
enfermedad y, ademas, restaurar parcialmente su funcibn normal; c¢) Regeneran no
solamente tejidos de linajes mesenquimales, sino que, también, se diferencian en células
derivadas de otras capas embrionarias, lo que demuestra la plasticidad de estas células
madre adultas y su utilidad en reparacion y regeneracion de multiples tejidos; d) Ni las CMM
autdlogas ni las alogénicas inducen inmuno-reactividad en el hospedador, después de un
transplante local o administracion sistémica, convirtiéndolas en células inmuno-privilegiadas
y en vectores ideales para transferir genes en tejidos de interés y, por tanto, aplicarlas en
Terapia Génica; de hecho, cuando las células autdlogas se corrigen genéticamente,
adquieren probablemente una ventaja proliferativa sobre las células del paciente,
aumentando asi, la probabilidad de integrarse en tejidos y permitiendo la expresion
continuada del transgén; e) Su transfeccién ex vivo permite una evaluacidon previa del sitio



de integracion del DNA, antes de usar las células, siendo posible manipularlas con
mecanismos de apoptosis a prueba de errores.

Vectores retrovirales oncogénicos

Aungue la habilidad de las CMM para auto-renovarse, con una alta tasa de proliferacion,
pueda llevar a pensar que serian dianas ideales para estrategias de transferencia de
transgenes, mediada por retrovirus, hay varios estudios con vectores oncorretrovirales
(como el virus de la leucemia murina de Moloney, MoMLV) que han resultado problematicos.
Una limitacibn importante es la falta general de expresion del transgén a largo plazo,
posiblemente debido a la inactivacién o silenciamiento de las repeticiones LTRs de esos
vectores (18,24). Se han buscado alternativas basadas en el uso de vectores de virus de
células madre murinas, puesto que parecen ser menos propensas al silenciamiento
transcripcional de la expresion génica viral. Sin embargo, la transduccién de las CMM con
vectores tanto tipo MoMLV como de virus en células madre murinas parece ser ineficaz (18).
Entre otras cosas, es preciso usar marcadores de resistencia para enriquecer las células
transducidas, y multiples rondas de transducciéon durante varios dias o disponer de “stocks”
del vector muy concentrados (25,26).

Vectores lentivirales

La situacion anterior cambia sustancialmente cuando se emplean vectores lentivirales (VL)
basados en el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1), porque parecen ser muy
eficientes para transferir y expresar transgenes en las CMM (27-29). Una sola ronda de
transduccién con un VL tipo HIV-1 produjo una transduccion eficiente de las CMM humanas
y una expresion prolongada del transgén durante al menos 5 meses (27). Ademas, a
diferencia de los vectores oncorretrovirales, los VL pueden transducir eficientemente células
que no se dividen (18,30). Esto es importante dado que hasta un 20% de una subpoblacién
de células progenitoras mesenquimales parece ser quiescente (31). Otro hallazgo
interesante fue que se obtenian altas eficacias de transduccién cuando se usaban particulas
lentivirales pseudotipadas con la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-
G). Sin embargo, aunque las eficacias de transduccion que se obtenian en CMM humanas,
empleando VL pseudotipados con la proteina quimérica RD114, eran similares a las
conseguidas con VL pseudotipados con VSV-G, los pseudotipos RD114 eran menos toxicos
en ensayos con progenitores de CMM humanas (29). Recientemente, se ha descrito un
método de purificacion de CMM murinas de médula 6sea, y su eficiente transduccion
mediante VL (32). Las células transducidas retuvieron su capacidad, in vitro, para
diferenciarse en adipocitos, osteocitos y condrocitos, asi como, en células similares a
miocitos y astrocitos. También se comprobd que cuando se administraban sistémicamente
en ratones singénicos las CMM transducidas se diferenciaban fenotipicamente, adquiriendo
la morfologia especifica de los diferentes tejidos.

Vectores adenovirales y adenoasociados

Con respecto a los vectores adenovirales, son los vectores quiméricos derivados
fundamentalmente de un vector adenoviral tipo 5 estandar (Ad5) los que se muestran mas
efectivos, desde el punto de vista de la transduccién y expresion del transgén en las CMM
(33,34). Algo parecido ocurre con los vectores adenoasociados (AAV), pues hasta hace
relativamente poco tiempo, habian tenido limitadas aplicaciones en CMM debido a sus bajas
eficacias de transduccidon. Pero estas razones se han intentado subsanar al descubrirse
recientemente un sistema de transduccion, activado por luz ultravioleta, para la
transferencia con vectores AAV en CMM humanas (35), asi como por la optimizaciéon de la
transferencia génica mediada por AAV en CMM murinas (36).



Vectores no virales

Las cuestiones de seguridad, asociadas con la transduccion viral, han llevado a la busqueda
de métodos alternativos de transferencia génica no viral en CMM.

La transferencia de DNA plasmidico en CMM primarias mediante métodos de transfeccion
tradicionales, tales como precipitacion de fosfato calcico, lipofeccidon y electroporacion, han
tenido poco éxito porque generalmente producen una eficacia de transfeccion menor del 1%
y una elevada mortalidad celular; por tanto, estos métodos no son adecuados para producir
suficiente cantidad de células transfectadas, para transferencia génica y transplantes. Mas
esperanzadores resultan los recientes métodos no virales de lipofeccion en presencia de
ligando (transferrinfeccién) que detalladamente se describen en el capitulo 111 de este libro.

Recientemente, se han desarrollado dos nuevos métodos que permiten transfectar CMM
primarias, a saber, la nucleofeccion y la vibracidn molecular inducida por campo eléctrico.
La nucleofeccién (que combina la electroporacion y una solucién especifica de transfeccion)
introdujo satisfactoriamente un plasmido marcador que expresa la proteina verde
fluorescente (GFP) en CMM primarias, con una eficacia de transfeccion de hasta un 80% vy
un 50% de viabilidad celular, y sin inducir efectos adversos aparentes en la funcién celular
normal (37). Ademas, cuando se usO nucleofeccion para transfectar CMM con un plasmido
con el gen de GFP, bajo el control de un promotor especifico de linaje, como el de la
osteocalcina, dichas células adquirieron un fenotipo de osteoblasto en funcion del tiempo de
induccion y mantuvieron su capacidad de transdiferenciacion multilinaje. La vibracion
molecular inducida por campo eléctrico ("Gene Symphonizer”) es un método no invasivo
que permite introducir DNA exégeno en lineas celulares establecidas, tales como las células
C3H10T1/2 murinas o las células primarias (incluyendo condrocitos, células mesenquimales
embrionarias, y CMM) con alta eficacia de transfeccién (20-80%) y baja mortalidad celular
(38). Otra caracteristica importante de este método es su habilidad para transferir,
también, DNA exdgeno en tejidos multicapa, como cartilago de esternén y mdusculo
esquelético. Como tal, podria ser aplicado para transferir DNA exégeno directamente en
tejidos u d6rganos diana in vivo. También se han empleado con éxito, en CMM humanas,
métodos de transfeccidbn basados en liposomas, para introducir transgenes y pequefios
RNAs de interferencia (siRNAs) (39) e, incluso, cromosomas artificiales de mamiferos (40).

Aplicacion de las células madre mesenquimales en Terapia Génica para
enfermedades congénitas y adquiridas

Las CMM pueden aplicarse directamente en un amplio rango de modelos animales de
enfermedad, donde pueden actuar como agentes terapéuticos per se o como vehiculos de
transferencia de genes terapéuticos (Figura 1).

Enfermedades neurolégicas

De la afirmaciéon de que “las enfermedades neurodegenerativas son incurables porque las
neuronas adultas no se regeneran”, se ha evolucionado hasta una vision mas flexible, al
encontrarse numerosas evidencias de que el cerebro maduro es capaz de regenerar
neuronas. Ante el caracter crénico y progresivo que representan las enfermedades
neurodegenerativas caben, fundamentalmente, dos estrategias terapéuticas: una estrategia
neuroprotectora, cuyo objetivo principal va encaminado a enlentecer el ulterior proceso
degenerativo de las neuronas supervivientes, y otra neurorreparadora, enfocada mas hacia
la restitucion de las neuronas perdidas.
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Figura 1. Las células madre mesenquimales como vehiculos de transferencia de
genes terapéuticos para diversas enfermedades.

Las CMM, genéticamente modificadas, constituyen plataformas atractivas para la produccion
continua de proteinas terapéuticas in vivo. En este sentido, se han realizado importantes
progresos en modelos animales de enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad
de Parkinson (41), y enfermedades de almacenamiento lisosomal, entre las que se incluye
la enfermedad de Tay-Sachs (42), los tipos A y B de la enfermedad de Niemann-Pick
(43,44) y la mucopolisacaridosis tipo VII (45).

Recientemente, se ha descrito que las CMM pueden mejorar las deficiencias funcionales que
se producen, después de inducir una isquemia cerebral, en ratas (46). Se manipularon CMM
con vectores adenovirales que expresaban el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), con objeto de promover la recuperacion funcional y reducir el area cerebral
infartada, en un modelo en rata de isquemia por oclusiéon de la arteria cerebral media. El
analisis de imagen de resonancia revel6é que las ratas del grupo CMM-BDNF tuvieron una
mayor recuperacion de la isquemia, comparado con los animales que recibieron CMM no
modificadas.

La aplicacion de las nuevas tecnologias ha permitido investigar, también, la capacidad de
diferenciacion de las CMM adultas, aplicando varios protocolos de cultivo y examinando su
potencial terapéutico (Figura 2). Se han logrado diferenciar CMM adultas humanas en
células neurales, modificando las decisiones sobre el destino celular. Asi, mediante un
protocolo de transferencia génica en CMM de rata y humanas, con secuencias
correspondientes al dominio intracelular del gen Notch (NICD) y el tratamiento posterior con
factor de crecimiento fibroblastico basico (FGFb), forskolina y factor neurotréfico ciliar
(CNTF), se ha logrado una induccion, altamente eficaz y especifica, de células con
caracteristicas neuronales (sin diferenciacion glial) (47).

Las CMM diferenciadas expresaban nestina (un marcador de células progenitoras neurales)
y cuando estas células, con caracteristicas neuronales, eran tratadas con factor neurotréfico
derivado de la glia (GDNF, un factor neurotréfico de las neuronas dopaminérgicas),
aumentaba la proporciéon de células que expresan tirosina hidroxilasa (TH) —enzima
limitante de la sintesis de catecolaminas—, y de células productoras de dopamina. Ademas,
el transplante intra-estriatal, de las células tratadas con GDNF, mejoré la conducta
asimétrica rotacional inducida por apomorfina —un agonista de receptores
dopaminérgicos—, en un modelo en rata de la enfermedad de Parkinson inducido con la



neurotoxina 6-hidroxidopamina. Estos resultados indican que pueden generarse células
neuronales funcionales y especificas a partir de las CMM.
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Figura 2. Protocolo de Terapia Génica ex vivo con células madre
mesenquimales en un modelo animal de Enfermedad de Parkinson.

Enfermedades hematoldgicas

Las CMM de médula d6sea son células muy atractivas para la Terapia Génica de
enfermedades congénitas. Por ejemplo, se estan utilizando para la hemofilia (48,49) o para
la deficiencia de eritropoyetina (50). Con relacién a la eritropoyetina, las CMM transducidas
con el gen de la eritropoyetina humana (hEPO), se introducian en dispositivos de
inmunoaislamiento que, posteriormente, eran quirdrgicamente implantados en mandriles
hospedadores autélogos o alogénicos. Con este sistema podian detectarse niveles séricos de
hEPO hasta 137 dias después de la operacion, asi como un aumento significativo del
hematocrito. Sin embargo, en los experimentos en los que las CMM transducidas fueron
inyectadas intramuscularmente en ratones NOD/SCID, los niveles séricos de hEPO podian
detectarse hasta s6lo 28 dias después de la intervencion (50). En la misma linea, se ha
estudiado si las CMM de ratén, genéticamente modificadas, incorporadas en un material
viscoso de colageno bovino tipo I, podian servir, a modo de implante recuperable, para la
administracién sistémica de mEPO. Los resultados mostraron que los ratones C57BI/6,
implantados subcutaneamente con CMM que habian sido retroviralmente transducidas para
expresar mEPO y embebidas en colageno viscoso, tenian un hematocrito superior al 70%,
que se mantenia hasta 203 dias después del implante (51). En los ratones carentes de dicha
matriz-soporte se obtenian valores de hematocrito de la misma magnitud, mucho menos
estables en el tiempo, y que retornaban a los niveles basales a los 60 dias. La remocion
quirurgica de la matriz de colageno, 24 dias después de la implantacién, condujo a una
reduccion rapida del hematocrito hasta los niveles basales. Esta investigacion demuestra
que las CMM embebidas en una matriz de colageno viscoso, humanamente compatible,
ofrecen una buena alternativa, duradera y reversible para la administracion de proteinas
terapéuticas.

En resultados recientes utilizando CMM de la médula 6sea humana, se ha comparado el
potencial de transduccion de vectores lentivirales autoinactivantes (vectores VL-SIN) y
vectores oncorretrovirales que expresan la GFP bajo el control de un promotor interno de
citomegalovirus (CMV) (52). Los resultados mostraban que el porcentaje de células GFP™
era consistentemente mayor cuando se empleaban VL, hallazgo corroborado tanto con un
aumento en los niveles de mRNA de GFP como con un incremento en la eficacia de la
transferencia génica, medida por PCR y “southern”. Los niveles de expresidn in vitro tanto



de GFP como de Factor VIII que también se utilizaba como transgén, permanecieron
estables hasta varios meses después de la transduccién, aunque la expresiéon fue declinando
lentamente. Ademas, las células transducidas retenian sus propiedades de células madre
progenitoras, ya que eran aun capaces de diferenciarse, in vitro, en linajes de células
adipogénicas y osteogénicas, y mantenian niveles elevados de expresion del transgén (52).
Por otro lado, cuando se usaban puentes de colageno, para la implantacion de las CMM
humanas, transducidas con lentivirus, en ratones inmunodeficientes, se lograba una eficaz
incorporacioén in vivo, de las células genéticamente manipuladas, asi como una expresion
duradera del transgén. Por tanto, estos implantes mesenquimales, biocompatibles de
meédula 6sea, representan una estrategia de transferencia de proteinas, reversible, segura y
versatil, porque pueden recuperarse en el caso de una reaccion adversa inesperada o
cuando ya no es necesario que siga expresandose la proteina de interés.

Hay interesantes trabajos en los que se demuestra la capacidad de las CMM humanas para
expresar de forma continua proteinas terapéuticas de utilidad clinica, actuando asi como
vectores celulares de transferencia génica sistémica. Por ejemplo, las CMM humanas han
sido transducidas con un vector oncorretroviral —el virus del sarcoma mieloproliferativo—
que expresa la interleuquina 3 humana (hlL-3). Las células asi transducidas, implantadas en
ratones con una inmunodeficiencia severa (SCID), eran capaces de formar tejido 6seo,
secretando niveles detectables de hIL-3 en la circulacién sistémica, durante al menos 12
semanas (25). Ademas, las CMM transducidas podian diferenciarse en linajes osteogénicos,
adipogénicos y condrogénicos, manteniendo la expresion del transgén después de su
diferenciacion (53). Estudios paralelos se llevan a cabo, in vivo, con ratones NOD/SCID. Al
cultivar en diferentes matrices CMM humanas que expresaban hlIL-3, e inyectar las mismas
por via subcutanea, intravenosa e intraperitoneal, se encontraban niveles de expresion
sistémica de hlL-3, mantenidos en el rango de 100-800 pg/mL, durante un periodo de 3
meses.

Enfermedades cardiovasculares

El uso de células madre progenitoras, en el tratamiento de varias anomalias que precipitan
la enfermedad cardiovascular, tiene un enorme potencial. Hay evidencias —cada vez mas—
a favor del empleo de las CMM para regenerar el miocardio y los vasos sanguineos (54).
Cuando estas células son expandidas, ex vivo, expresan marcadores para células
miocéardicas y endoteliales (55,56). Hay una serie de hallazgos experimentales que han
supuesto un avance espectacular en la Terapia Celular dirigida a la regeneracion del
miocardio, por ejemplo, el aislamiento de una linea celular cardiomiogénica murina (CMG) a
partir de CMM de médula é6sea de ratén (57). También han sido cruciales otros
descubrimientos como el efecto diferenciador, en CMM humanas, de moléculas como la 5-
azacitidina, y de factores de adhesion, para inducir, in vitro, células con caracteristicas
comunmente atribuidas a cardiomiocitos (58,59); que las CMM humanas, inyectadas
directamente en el miocardio de ratén, pueden diferenciarse hasta cardiomiocitos, los cuales
expresan diversos marcadores cardiacos en niveles comparables a aquellos de los
cardiomiocitos del hospedador (60), y el logro de la estimulacion de la angiogénesis y
miogénesis, en modelos animales con infarto agudo de miocardio (61).

Trabajos recientes, realizados con clones de CMM que responden a 5-azacitidina (CD34°%°~
ckit*CD140a*Sca-1""°) y son transducidos con un vector que expresa GFP, han llevado a la
conclusion de que el tipo celular mas involucrado en la regeneraciéon cardiaca es el de las
CMM, posiblemente, debido mas a sus efectos arteriogénicos que a sus propiedades
cardiomiogénicas (21,62). Aunque se ha visto que el transplante de las CMM representa una
estrategia interesante para la reparacién cardiaca, tras un dafio en el miocardio, la
capacidad reparadora de dichas células, in vivo, es limitada debido a la pobre viabilidad
celular asociada con dicho transplante. Recientemente, se ha estudiado la transduccién
retroviral, ex vivo, en CMM de rata, para sobreexpresar el gen Aktl de pro-supervivencia
(63). El transplante de estas células, en el miocardio isquémico, redujo la inflamacion
intramiocardial, la deposicidon de colageno y la hipertrofia de miocitos cardiacos, y regenero,



casi totalmente, el volumen miocardial perdido. Ademas, se normaliz6, completamente, la
funcién cardiaca tanto sistélica como diastolica.

Los marcapasos cardiacos electronicos se han convertido en una importante herramienta
terapéutica para el tratamiento de pacientes con bloqueo cardiaco y disfuncién del nodo
sino-atrial, que es el marcapasos bioldégico primario del corazén. Se han realizado
experimentos de Terapia Génica ex vivo para comprobar si las CMM humanas pueden servir
de plataforma para llevar el “gen marcapasos” mHCNZ2 al corazén (64). Los resultados
obtenidos mostraron que las CMM humanas pueden ser eficientemente transfectadas, por
electroporacion, con un vector que dirige la expresion del gen HCN2 de ratéon (mHCN2) y de
la GFP. Estas células expresaban, in vitro, canales mHCN2 funcionales; ademas, cuando las
células transfectadas con el “gen marcapasos” eran inyectadas in situ, en el subepicardio de
la pared del ventriculo izquierdo canino, expresaban canales HCN2 funcionales que
mimetizaban la sobre-expresion de genes HCN2 en miocitos cardiacos (64). Por otro lado,
las CMM humanas podian sintetizar conexinas y establecer uniones gap funcionales que se
acoplaban, eléctricamente, con los miocitos cardiacos caninos. Estos hallazgos sugieren que
las CMM humanas pueden servir, como alternativa, para la transferencia de estos “genes
marcapasos”.

La enzima oOxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) constituye una atractiva diana para
Terapia Génica cardiovascular. Por ejemplo, se ha realizado la transferencia del gen de la
eNOS, mediada por vectores adenovirales (Ad5), en CMM de rata expandidas ex vivo (65).
La inyeccion intra-cavernosa de las CMM asi transducidas incrementd la expresion de la
proteina eNOS en el cuerpo cavernoso, indicando, una vez mas, el potencial clinico de
dichas células para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares.

Enfermedades musculo-esqueléticas

Para el tratamiento de una gran variedad de defectos musculo-esqueléticos se han
empleado vectores virales que expresan, fundamentalmente, las proteinas morfogenéticas
del hueso BMP-2 y BMP-4. Cuando se utilizaban vectores adenovirales estandar, codificando
BMP-2 para transducir células progenitoras de CMM, se observaba una proliferacion y
diferenciacion in vitro de tales células, asi como la formacién in vivo de hueso (66). Hay
resultados, también, con vectores adenovirales quiméricos, que contienen un adenovirus,
tipo fibra-35 (Ad5F35), y que expresan BMP-2 humana (33). Asi, las CMM humanas
transducidas sirvieron para un ensayo in vivo, heterotdpico, de formacién de hueso. El
hueso mineralizado fue identificado, radiolégicamente, en tejido muscular implantado con
CMM humanas transducidas con Ad5F35 (33). Otro avance, muy importante, ha sido
comparar la capacidad de diferentes tipos celulares humanos —con potenciales osteogénicos
claramente diferentes, incluyendo a las CMM— para inducir formacién heterotdpica de
hueso, después de una transduccidon ex vivo con dos vectores adenovirales diferentes que
expresan BMP-2 (67). En todos los tipos celulares estudiados, el Ad5F35-BMP-2 fue mas
eficaz que el Ad5-BMP-2, ya que generaba niveles adecuados de BMP-2, para lograr una
correcta osteoinduccién. También, se ha realizado un estudio comparativo entre vectores
adenovirales con una mutacion, en la base de la fibra (Ad/RGD), y vectores adenovirales no
mutados, en CMM transducidas con multiplos similares de infeccion (MOI). Los resultados
obtenidos mostraban que las CMM transducidas con vectores Ad/RGD producian cantidades
mayores de BMP-2 que las células infectadas con vectores adenovirales control y, que
también, se diferenciaban in vitro méas eficientemente hacia un linaje osteogénico (34).
Ademas, tras la transduccion génica ex vivo, se valoré el potencial para la formacién
ectopica de hueso, in vivo, por las CMM transducidas. Las CMM transducidas con vectores
Ad/RGD, exhibieron una formacién considerable de hueso nuevo, cuando se compardé con
las transducidas con vectores control. Estos datos sugieren que los vectores Ad/RGD
constituyen importantes herramientas para Terapia Génica en la regeneracion Osea.

También se ha evaluado la modificacion genética ex vivo de CMM de rata con diferentes
vectores (adenovirales, retrovirales y lipidos catidnicos) que expresan BMP-2 humana (68).



Sélo las CMM que habian sido transducidas in vitro con vectores adenovirales produjeron
niveles detectables de BMP-2, encontrandose un aumento significativo en la actividad
fosfatasa alcalina enddégena que es un indice de diferenciacibn osteogénica. Ademas, se
estudié la capacidad de las CMM, genéticamente modificadas con vectores adenovirales,
para facilitar la formacion in vivo de hueso, después de cultivarlas sobre una matriz de
titanio. Para ello, se cre6 un defecto, de tamafio-critico ortotépico, y se observo la
formacion de hueso en diferentes condiciones. Los resultados indicaron un pequefio, pero
significativo, incremento en la formacion de hueso, con relaciéon a las CMM que habian sido
transducidas con vectores control. Los implantes que estaban en una localizacién ectopica
indujeron una minima formacioén 6sea, con respecto a la localizacién ortotépica, resultando
menos efectivas en la formacion de hueso, las CMM transducidas con vectores basados en
lipidos catidnicos que las tratadas con vectores virales.

Otros muchos trabajos han demostrado, en este mismo sentido, resultados muy
esperanzadores utilizando, por ejemplo, polimeros para inducir regeneracion 6sea (69) o
vectores oncorretrovirales (70,71) y adenoasociados (72).

Cancer

La Terapia Génica del cancer es, en la actualidad, sin lugar a dudas, el campo mas
prometedor y clinicamente mas activo. Aunque los ensayos previos experimentales y
clinicos han aportado algunos resultados excitantes, los beneficios clinicos, en general, son
aun limitados. Dado que el factor de seguridad es un prerrequisito para la diseminacion de
vectores, es realmente crucial poder encontrar una Terapia Génica que pueda ser dirigida,
especificamente, a las células tumorales. Al hilo de esto, cabe comentar que las CMM han
sido, también, “explotadas” para transferir genes con capacidad de expresar agentes
biolégicos que frenan el crecimiento tumoral.

Aunque el interferén beta (IFN-B) puede inhibir in vitro el crecimiento celular maligno, su
utilidad terapéutica in vivo es limitada, debido a su excesiva toxicidad cuando es
administrado, sistémicamente, a altas dosis. Sin embargo, esos efectos téxicos pueden
reducirse empleando CMM humanas transducidas con un vector adenoviral que expresa IFN-
B humano (73). En este sentido, se utiliz6 un modelo de xenotransplante de ratén SCID
para examinar los efectos de las células inyectadas (CMM-IFN-B) y del IFN-B recombinante
humano, sobre el crecimiento y supervivencia in vivo de las células de carcinoma de mama
MDA-MB-231 y de las células de melanoma A375SM. El co-cultivo de células CMM-IFN-3 con
células A375SM o MDA-MB-231 inhibi6é el crecimiento de células tumorales, al compararlo
con el crecimiento de células tumorales cultivadas, sin estar expuestas a las CMM. Ademas,
la inyeccién intravenosa de CMM-IFN-B en ratones que desarrollaron metastasis pulmonares
de células MDA-MB-231 o A375SM, condujo a la incorporacion de las CMM en el tumor, lo
que se tradujo, ademas, en una mayor supervivencia de los ratones asi tratados respecto a
los controles. En contraste, la inyeccidn intravenosa de IFN-B recombinante fue incapaz de
prolongar la supervivencia en los mismos modelos utilizados. Es probable que el mecanismo
por el que las CMM-IFN-B suprimen el crecimiento de metastasis pulmonares, sea la
produccion local de IFN-B en el microambiente del tumor. Por tanto, las CMM parecen
constituir plataformas efectivas para la transferencia dirigida de proteinas terapéuticas a
lugares con neoplasia.

Otro enfoque utilizado, para inhibir el crecimiento tumoral, se basa en la potenciacion de la
respuesta inmune. Algunos autores han investigado si las CMM genéticamente modificadas,
con capacidad para liberar interleuquina 2 (IL-2), pueden inducir una respuesta inmune mas
efectiva contra células de melanoma B16, pobremente inmunogénicas (74). Al mezclar CMM
que producian IL-2 (CMM-IL-2) con células B16, se produjo un retraso significativo, dosis
IL-2 dependiente, en el crecimiento tumoral. Ademas, la colocacion de CMM-IL-2 en una
matriz préoxima a la regiéon tumoral B16, llevé a una ausencia del crecimiento tumoral, en un
90% de los ratones tratados. Trabajos similares han empleado CMM, genéticamente
modificadas, para inhibir neoplasmas cerebrales malignos (75). Asi, cuando se inoculaban



CMM transducidas con un vector adenoviral que expresa IL-2, en el hemisferio contralateral,
éstas eran capaces de migrar hacia las células de glioma 9L, a través del cuerpo calloso.
Ademas, la inyeccién intra-tumoral de CMM caus6 una inhibicién del crecimiento tumoral, a
la vez que aumenté la supervivencia de las ratas con glioma 9L. Por tanto, la Terapia Génica
que emplea CMM, como vehiculos direccionales, puede representar una nueva y atractiva
aproximacion terapéutica para los gliomas que son refractarios al tratamiento.

Las CMM pueden promover la expresion de genes suicidas y mantener la replicacion de
vectores adenovirales oncoliticos, para ser usados como potenciales agentes anticancerosos
(76). Por ejemplo, la transducciéon de CMM con vectores adenovirales tipo Ad-RGD —que
incorporan sitios de unién a integrinas—, son mucho mas eficaces y, cuando en esas células
se hace expresar la timidina quinasa, son capaces de mostrar, in vitro, un efecto letal en la
linea de carcinoma de ovario humano SKOV3ipl, tras el tratamiento con ganciclovir.

El papel de la resistencia multi-farmaco (MDR) constituye un serio problema en el
tratamiento del cancer con farmacos quimioterapicos. Por tanto, los distintos enfoques de
Terapia Génica, dirigidos a disminuir la expresion de tales transportadores —expulsadores
de farmacos— en células tumorales, pueden incrementar la eficacia terapéutica de estos
farmacos. En este sentido, se ha empleado MDR-1 murino, como antigeno diana para la
inmunoterapia del cancer (77). La administracién oral de una vacuna de DNA que expresa
MDR-1, transportada por cepas atenuadas de Salmonella typhimurium hacia 6érganos
linfoides secundarios, indujo un bloqueo de la tolerancia de las células T periféricas. Los
ratones asi inmunizados, tres veces a intervalos de dos semanas y tratados dos semanas
después con células de carcinomas de colon CT-26 o de pulmén que expresan MDR-1,
mostraron un aumento significativo en su esperanza de vida. Por tanto, el empleo conjunto
de CMM genéticamente modificadas, que expresan MDR-1 y antigenos especificos
tumorales, puede convertirse en una estrategia efectiva antitumoral.

Reprogramacion de células diferenciadas para obtener células madre

En noviembre de 2007 un equipo de investigacion japonés y otro estadounidense publicaron
simultaneamente y de manera independiente sendos articulos acerca de la obtencion de
células madre, denominadas células madre pluripotenciales inducidas o iPS (por sus siglas
en inglés), a partir de células diferenciadas humanas (78,79). Las células iPS se
caracterizan por presentar la misma morfologia, capacidad de proliferacién, patrones de
expresion génica, expresion de marcadores de superficie y capacidad de formaciéon de
teratomas que las células madre embrionarias, haciéndolas practicamente indistinguibles.
Estas propiedades hacen de las células iPS una posible alternativa al uso de las células
madre embrionarias humanas (hES), eliminando asi el problema ético de la utilizacion de
embriones como fuente celular y la posibilidad de rechazo al injerto.

Estos estudios partieron de las conclusiones extraidas en un trabajo anterior del grupo
japonés, liderado por Takahashi y Yamanaka, quienes en 2006 obtuvieron células iPS a
partir de fibroblastos embrionarios de ratdén. Para llevar a cabo dicha reprogramacion,
introdujeron en las células diferenciadas, mediante un vector retroviral, los genes de cuatro
factores de transcripcion: Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4, relacionados con el mantenimiento y
la induccién del estado de pluripotencia en las células madre embrionarias. De este modo
lograron obtener clones de células iPS (80).

El siguiente paso fue la reprogramacion de fibroblastos de dermis humana, que permitié
obtener clones de células iPS con una morfologia similar a las colonias de células madre
embrionarias humanas, con células de nudcleo grande y citoplasma escaso. Al igual que
ocurre con las hES, a veces aparece una zona de diferenciacion espontanea en el centro de
la colonia. Otra similitud entre ambos tipos de células reside en su dependencia de la
monocapa de alimentacion para crecer.
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Las células iPS analizadas mostraban también los mismos marcadores antigénicos de
superficie que las células hES: negativas para SSEA-1 y positivas para SSEA-3 y 4, (TRA)-1-
60, TRA-1-81, fosfatasa alcalina y la proteina NANOG. El andlisis por RT-PCR de los clones
de células iPS reveld la expresion en niveles equivalentes o superiores de los mismos genes
marcadores que las células madre embrionarias humanas, y que éstos no se expresaban en
los fibroblastos de dermis humana. Los niveles de proteinas analizados por “Western-Blot”
de Oct3/4, Sox2, Nanog, Sall4, E-Cadherin y hTert también eran similares en las células iPS
y en las células hES.

Por otra parte, los analisis de microarrays de DNA mostraron patrones de expresion génica
global similares, aunque no idénticos, entre células iPS y células madre embrionarias
humanas. Las regiones promotoras de los genes asociados a la pluripotencia estaban
metiladas en los fibroblastos de la dermis y no metiladas en las células iPS y células madre
embrionarias humanas, indicando que estaban activos en estas células. Ademas, las células
iPS presentaban estados modificados de las histonas caracteristicos de las hES y una
actividad telomerasa elevada, relacionada con la pluripotencia.

La proliferacion de las células iPS es exponencial durante, al menos, 4 meses y los tiempos
de duplicaciéon son equivalentes a los de células hES. Son capaces de formar cuerpos
embrioides en cultivo en suspension y pueden diferenciarse en tejidos de las tres hojas
embrionarias in vitro. Para comprobar la induccién del estado de pluripotencia in vivo,
clones de células iPS se inyectaron subcutaneamente en ratones inmunodeprimidos,
observando la aparicion de teratomas constituidos por tejidos procedentes de endodermo,
mesodermo y ectodermo. Los investigadores de este grupo también sometieron a las células
iPS a condiciones de diferenciacion in vitro, logrando obtener células neuronales y
cardiomiocitos.

Cabe destacar que los genes introducidos se encontraban silenciados en las células iPS, por
lo que se concluye que la reprogramacion no depende de la expresion continua de los
transgenes. Los autores proponen que Oct3/4 y Sox2 activan de forma sinérgica genes
asociados a pluripotencia y suprimen genes asociados a la diferenciacion en células madre
embrionarias humanas y de ratéon. Sin embargo, estos factores de transcripcion no se
pueden unir a sus genes diana en las células diferenciadas debido a la existencia de otros
mecanismos inhibidores, como la metilacion del DNA y ciertas modificaciones de las
histonas. Por eso, los autores suponen que la funcién de c-Myc y KlIf-4 seria la de modificar
la estructura de la cromatina para que Oct3/4 y Sox2 puedan unirse a sus genes diana.

Sin embargo, se ha visto que la expresion forzada de c-Myc induce apoptosis y
diferenciaciéon en células hES, por lo que es probable que c-Myc contribuya al inicio de la
reprogramacion pero no al mantenimiento de la pluripotencia. Teniendo en cuenta, ademas,
que cada clon tiene méas de 20 sitios de integracion retroviral y que, cerca del 20% de los
ratones derivados de células iPS desarrollé6 tumores atribuibles al menos en parte a la
reactivacion de c-Myc, el riesgo de tumorogénesis es elevado (78).

Por todo ello, el equipo de investigacion estadounidense liderado por Thomson, desarrollé
sus experimentos de reprogramacion en ausencia de c-Myc. Utilizaron una linea celular
diferenciada distinta: IMR90 (fibroblastos fetales humanos) y en este caso el vector era
lentiviral. Los genes transfectados fueron: Oct 3/4, Sox2, Nanog y Lin28. Después de
obtener clones de células iPS, realizaron estudios de morfologia, microarrays de DNA, RT-
PCR, formacion de teratomas, histologia, etc., igual que habian hecho los investigadores
japoneses, comparando los resultados con células madre embrionarias humanas y llegaron
a los mismos resultados. Y ademas concluyeron que el factor Lin28, a pesar de influir en la
frecuencia de reprogramacién, no es absolutamente imprescindible para que este proceso
tenga lugar (79).

En enero de 2008, el grupo de Takahashi y Yamanaka ha publicado un estudio en el que
obtienen células iPS humanas y de ratdn sin utilizar c-Myc, que era uno de los principales
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inconvenientes encontrados a sus experimentos hasta el momento. Llevaron a cabo la
transfecciéon con sélo 3 de los factores, es decir, sin c-Myc, y ademas comprobaron que hay
otros factores de transcripcion de las mismas familias que también pueden inducir la
reprogramacion de las células a iPS. Llegaron a la conclusion de que el proceso de
reprogramacion es mas lento y menos eficiente cuando se lleva a cabo sin c-Myc, pero que
la induccion es mas especifica y aparecen menos colonias de fondo. Observaron que los
marcadores génicos expresados por las células iPS coincidian con los de las células madre
embrionarias, asi como en sus niveles. Ademas, al inyectar estos clones en blastocistos
lograron obtener quimeras vivas, en las que el riesgo de tumorogenicidad se redujo
considerablemente. Y comparando sus resultados con los del grupo estadounidense, se
puede especular con la posibilidad de que tanto Oct 3/4, Sox2 y KIf4 como Lin28 puedan
reclutar las proteinas Myc endégenas y activar su producciéon para llevar a cabo el proceso
de reprogramacion (81).

En definitiva y a pesar de que aun quedan muchas cuestiones por resolver respecto a la
bioseguridad de las células iPS antes d e aplicarlas en terapias humanas, especialmente
teniendo en cuenta que son necesarios vectores virales para su obtencion, lo que si se ha
puesto de manifiesto es que las células iPS constituyen una herramienta muy uGtil como
modelo para comprender el mecanismo de desarrollo de ciertas patologias y para la
busqueda de farmacos y el estudio de su toxicidad.

El futuro de las células madre mesenquimales en Terapia Génica

Puesto que las CMM son multipotentes y pueden expandirse facilmente en cultivo, hay
mucho interés en su potencial clinico para la reparacién de tejidos y para Terapia Génica.
Como resultado de ello, se han realizado numerosos estudios, tanto en modelos animales
como en ensayos clinicos, que demuestran la migracién y el potencial de injerto multi-
organo de las CMM. Estas células son las células madre mas prometedoras, como diana
potencial para uso clinico.

Sin embargo, la mayoria del conocimiento de las CMM que se ha generado hasta la fecha,
concierne a su comportamiento /in vitro, ya que se conoce poco sobre sus peculiaridades in
vivo. Aunque esto no impide su aplicacion para el tratamiento de enfermedades o para la
reposicion de tejidos dafiados, esta claro que se requiere un mayor entendimiento de su
biologia, con objeto de alcanzar maximos beneficios. Son necesarios mas estudios para
conocer la biologia de las CMM frescas o no manipuladas, frente a las expandidas, y su
interaccion con los micro-ambientes tisulares. La tarea no serd facil, porque, en la
actualidad, el seguimiento de los destinos de las CMM manipuladas ex vivo, después de su
administracion sistémica, en modelos animales, puede conducir a resultados sesgados.
Ademas, la falta de marcadores definitivos no permite la observaciéon directa de las CMM in
vivo por lo que es obligada su previa caracterizacion in vitro antes de emplearse.

Se necesitan nuevas estrategias que permitan el aislamiento de CMM y su manipulacion
genética, sin interferir con los procesos de auto-renovacion y diferenciacion, con objeto de
garantizar tanto una implantacion en tejidos duradera como efectos terapéuticos a largo
plazo de estas CMM genéticamente modificadas. Pero parece claro que las células madre
adultas y particularmente las CMM humanas, seran herramientas poderosas para la
medicina regenerativa y la Terapia Génica. Un mejor entendimiento de sus propiedades
peculiares, podrad aportar nuevas ideas para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas
para una amplia variedad de enfermedades.
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CAPITULO 7
La diabetes, una enfermedad clasica metabdlica para una
Terapia Génica y Terapia Celular del futuro

Alicia G. Gomez-Valadés, Anna Vidal, Jordi Bermudez y Jose C. Perales

La diabetes mellitus es una enfermedad de etiologia multiple que se caracteriza por la

incapacidad del organismo para mantener la homeostasis de la glucosa como consecuencia
de la incapacidad del pancreas para secretar insulina (diabetes de tipo 1) o por la resistencia
de los tejidos sensibles a insulina (higado, musculo y tejido adiposo) (diabetes de tipo II)
(1-5).

El desorden mas notable asociado a la diabetes es la hiperglucemia, responsable ultimo de
las derivaciones patoldgicas de la enfermedad. Las complicaciones secundarias asociadas
son multiples desde una patologia microvascular en rifiones y retina, hasta complicaciones
neuroldgicas a nivel periférico, pasando por un mayor riesgo de sufrir arteriosclerosis o
enfermedad cerebro-vascular y vascular periférica, e incluso mortalidad por infarto de
miocardio. Actualmente, alrededor de un 3% de la poblacién mundial padece diabetes y se
prevé que esta cifra se duplique en 2030, debido, en gran parte, al dramatico incremento en
la incidencia de la obesidad, que suele estar ligada al desarrollo de resistencia a insulina y
diabetes tipo II.

La diabetes de tipo | (IDDM) se manifiesta generalmente antes de los 30 afios de edad,
frecuentemente durante la adolescencia, y representa entre el 5 y el 10% de los pacientes
diabéticos. La causa es la destruccion autoinmune de las células beta pancreaticas con la
consecuente supresion de secrecion de insulina e incapacidad de los tejidos periféricos para
metabolizar la glucosa, que se manifiesta en hiperglucemia y cetoacidosis. Los sintomas
caracteristicos de la enfermedad son la polifagia (incremento en la ingesta), poliuria
(diuresis osmatica) y polidipsia (incremento de la sed), acompafado todo ello por la pérdida
de peso. En estos pacientes, la Unica terapia farmacoldgica es la terapia sustitutiva con
insulina. El principal problema en este tipo de terapias es que no existe una regulacion
fisiolégica de la liberacién de la insulina inyectada, dando lugar a frecuentes hipoglucemias,
que conducen a una mayor morbilidad e incluso mayor mortalidad.

La diabetes de tipo Il (NIDDM) es la mas comun, con una incidencia del 90 al 95% de los
pacientes diabéticos. Se manifiesta en individuos adultos, generalmente mayores de 40
anos, y se caracteriza por la incapacidad de los tejidos periféricos para responder a insulina
(resistencia a insulina), alterando las acciones de la insulina sobre la captacién de glucosa
por parte del higado y el musculo, disminuyendo la produccién hepatica de glucosa y la
captacion de &cidos grasos por el tejido adiposo, traduciéndose en unos niveles
anormalmente elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia). Un efecto compensatorio por
parte le las células beta pancreaticas incrementa la secrecion de insulina para mantener la
via de sefializacién de la insulina en los tejidos periféricos, circunstancia ésta que deriva en
la disfuncién de los islotes de Langerhans.

Tratamientos actuales de la diabetes

El tratamiento actual de la diabetes esta claramente establecido con unas recomendaciones
muy precisas respecto a las distintas actuaciones tanto para la diabetes de tipo | como para
la de tipo Il, asi como respecto al establecimiento de medidas profilacticas para retrasar la

aparicion de la diabetes de tipo Il (6-10).

Para el tratamiento de la diabetes tipo Il existen actualmente diferentes farmacos, que
actian sobre diferentes 6rganos diana. Todos ellos, independientemente de su mecanismo
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molecular de accién, repercuten en una sensibilizacién a la insulina en los tejidos periféricos
e higado (Figura 1).

Las sulfonilureas fueron los primeros farmacos antidiabéticos y promueven la secrecién de
insulina en las células beta del pancreas a través de su receptor especifico. El incremento de
insulina en sangre es suficiente para compensar la resistencia de los tejidos periféricos a la
hormona, incrementando la captacion de glucosa en el musculo y reduciendo la produccién
hepatica de glucosa. Su efecto generalmente es transitorio y se requiere tratamiento
sustitutivo con insulina.
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Figura 1. Estrategias para el tratamiento de la diabetes de tipo Il que se
relacionan con una sensibilizacién a la insulina en los tejidos periféricos e
higado.

Los inhibidores de alfa-glucosidasa actian como inhibidores competitivos de las enzimas de
la pared apical de los enterocitos que convierten disacaridos en monosacaridos, lo que se
traduce en una disminucion de la absorcion de carbohidratos. Se utilizan en diabetes
incipiente o como terapia combinada con otras drogas.

Las tiazolidinedionas (TZD) actian como ligandos selectivos del receptor nuclear PPAR-
y—expresado principalmente en tejido adiposo e implicado en el control de Ila
adipogénesis— que controla la trascripcion de PEPCK, incrementando asi Ia
gliceroneogénesis y la re-esterificacion de acidos grasos en tejido adiposo. Asi, la activacion
de PPAR-y en tejido adiposo incrementa su capacidad de redirigir el exceso de grasas de la
circulacion, disminuyendo la concentracion de acidos grasos en sangre, con la consecuente
sensibilizacion a insulina y reducciéon de la gluconeogénesis hepatica. Sin embargo producen
incremento de peso asociado al acumulo de grasas en el tejido adiposo, incremento de
colesterol LDL y hepatotoxicidad.

Las biguanidas, como la metformina, constituyen actualmente los farmacos de primera
eleccion para la diabetes de tipo Il. El mecanismo molecular de la metformina esta siendo
objeto de intenso estudio aunque se sabe que su diana es el complejo | de la cadena de
transporte de electrones, disminuyendo por tanto los niveles intracelulares de ATP. Esta
bajada en la carga energética activa la quinasa dependiente de AMP (AMPK) que en el
higado estimula la captacién y utilizacion de glucosa y la beta-oxidacién e inhibe la
gluconeogénesis y la lipogénesis, todo ello dirigido a la produccién y ahorro de ATP. La
metformina, en menor medida, también activa la captacién y utilizacion de glucosa en
musculo.

Los tratamientos farmacolégicos actualmente en uso para la diabetes de tipo | y Il no
resultan totalmente satisfactorios ya que la eficacia de la monoterapia disminuye con el
tiempo, haciendo necesario recurrir a una terapia combinada (sulfonilurea/metformina;



inhibidor de glucosidadas/metformina; glitazona/metformina, etc.) con el fin de aprovechar
el efecto sinérgico de los mecanismos de accién de los farmacos. Aun asi, no se consigue un
control total de la glucemia y, por lo tanto, no evitan la aparicién de hipoglucemias ni
complicaciones secundarias asociadas a la enfermedad.

En el caso de la diabetes de tipo | el tratamiento ideal seria aquel que consiguiera células
secretoras de insulina de forma regulada. Las células del propio paciente serian las mas
adecuadas ya que se evitan los problemas de rechazo ante un posible transplante. Por otra
parte, conseguir células secretoras de insulina no pancreaticas, esquivaria la autoinmunidad
contra las células beta caracteristica de la diabetes de tipo |. En pacientes pre-diabéticos, la
inmunomodulacién podria salvar las células beta de la destruccién autoinmune, mientras
que cuando ya se ha dado esta destruccion, solo queda inducir la regeneracion de las
células beta para restaurar la funcionalidad de los islotes. Alternativamente, se podrian usar
células exdgenas al paciente y manipularlas para que secreten insulina, previo transplante.
En el caso de la diabetes de tipo 11, al tratarse de una enfermedad multifactorial de origen
poligénico, la modulaciéon de flujos metabdlicos podria ser la clave para el control de la
homeostasis de la glucosa.

Aproximaciones de la Terapia Génica in vivo y ex vivo
En principio, la transferencia génica se puede realizar in vivo, usando vectores tanto virales
como no virales o incluso fisicos, o ex vivo, modificando células originarias de un explante

del paciente, las cuales son reimplantadas después de su manipulacioén in vitro.

Los requisitos mas importantes para el disefio de un farmaco de Terapia Génica in vivo se
pueden resumir como:

e Alta estabilidad en fluidos fisiolégicos, compatible con una alta
biodisponibilidad a nivel de 6érgano para evitar la degradacion del DNA por
nucleasas.

e Biodisponibilidad especifica también a nivel de compartimento celular, en el
citoplasma para nucleétidos antisentido y del gen en el nucleo.

e Posibilidad de readministrar, sin toxicidad ni respuesta inmune.

Actividad farmacolégica que corrija el fenotipo alterado para el cual fue
disefiado.

En este sentido, mientras que la manipulacién genética in vitro de islotes pancreaticos o
células beta se ha conseguido con facilidad usando diferentes vectores, la manipulacién
genética del pancreas in vivo esta en sus comienzos. El tropismo natural de los adenovirus
hace que tras una inyeccién sistémica, éstos queden secuestrados en higado, mientras que
la inyeccion retrégrada en el conducto pancreo-biliar, a pesar de resultar eficiente en la
transfeccion conlleva pancreatitis (11). La inyeccidon sistémica de adenovirus después de un
“bypass” temporal en la circulaciéon hepatica proporciona una transduccién transitoria en
pancreas exocrino y endocrino con una minima peri-insulinitis en modelos animales
murinos, demostrando el tropismo hacia pancreas exocrino de los adenovirus (12). Sin
embargo, en modelos caninos, el bloqueo local de la circulacién pancreatica, conlleva la
transduccion de varios tipos celulares entre los que se encuentran el tejido conectivo,
células acinares, ductales y células endocrinas (alfa y beta), sin aparentes signos de
pancreatitis (13). En conclusion, el éxito de la transduccidon de genes en pancreas depende
tanto del vector de elecciéon como de la via de administracion.

En las aproximaciones ex vivo, las células se extraen del paciente tanto de médula 6sea
como de higado o de péncreas; se cultivan y se modifican in vitro y finalmente se
reimplantan (Figura 2). Introducir genes en estas células es mas facil y, ademas, permite



la verificacion y control de las células post-transfeccion antes de ser reintroducidas en el
paciente, minimizando la toxicidad del vector, ya que sélo infecta a la poblacién de células
deseada.
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Figura 2. Terapia Génica ex vivo para la diabetes.

Aproximaciones terapéuticas génicas y celulares para la diabetes de tipo I

La diabetes de tipo | es una enfermad de origen autoinmune de etiologia desconocida donde
las células beta del pancreas son destruidas tras una infiltracion en los islotes de
Langerhans de macroéfagos y linfocitos T autoagresivos (insulinitis) frente a antigenos de la
propia célula beta. Aunque la terapia sustitutiva de insulina puede llegar a controlar de
forma global la hiperglucemia diabética y retrasar las complicaciones secundarias asociadas
a la diabetes, la puesta en préactica no resulta siempre satisfactoria debido al estricto
régimen a que se han de someter los pacientes, asi como el control continuo necesario para
asegurar una glucemia normal. El resultado es que la glucemia no se regula
apropiadamente, se dan episodios de hipoglucemia y no se consigue siempre prevenir la
aparicion de complicaciones secundarias. El control efectivo y permanente de la glucemia en
enfermos con diabetes de tipo | requiere del desarrollo de un sistema endégeno sustitutivo
de produccion de insulina que permita el mantenimiento de niveles fisiolégicos de insulina,
consiguiendo asi un control estricto de la glucemia.

El transplante de pancreas, células beta o islotes de Langerhans, puede llegar a restituir la
normoglucemia a largo plazo, sin embargo, requiere de terapia inmunosupresora de por
vida para evitar ataques recurrentes autoinmunes y/o de rechazo. Ademas, su aplicacién
esta restringida por la limitacion de donantes. Las alternativas que estan siendo exploradas
activamente incluyen la regeneracién de células beta productoras de insulina a partir de
células pancreaticas o extrapancreaticas (14) o la Terapia Génica para producir insulina, que
implica la manipulacion genética de 6rganos diferentes del pancreas para que secreten de
forma ectdpica insulina bajo el control de promotores sensibles a glucosa, aunque, de
momento, no existe ninguna opcién que reemplace en la clinica a la terapia sustitutiva de
insulina exdgena.

Expresion ectdpica de insulina

Siendo la raiz de la diabetes de tipo | la falta de insulina, parece evidente que esta es una
enfermedad candidata para aplicar una estrategia de Terapia Génica para restituir la
expresion de la hormona. Ademas, la produccion ectopica de insulina (15) ofrece la ventaja
de “esquivar” el ataque autoinmune de que son objeto las células beta pancreaticas. Para
conseguir resultados satisfactorios es necesario concebir un sistema que cumpla los
siguientes requisitos:



e Un sistema de transferencia génica eficaz, seguro y especifico para la célula
diana.

e Las células diana han de disponer de una maquinaria de procesamiento de
pro-insulina hasta insulina madura.

e Un sistema de control de la expresidon, almacenamiento y secrecion de
insulina sensible a la concentracién de glucosa en sangre, capaz de
responder de forma rapida y eficaz.

Las células beta poseen una maquinaria de procesamiento y secrecion de la insulina que
incluye endoproteasas (PC2 y PC3) que procesan la pre-proinsulina inmadura hasta
proinsulina e insulina en sucesivos pasos (Figura 3); también existen los llamados granulos
secretores, que almacenan insulina, y los sistemas de regulacion sensibles a glucosa que
regulan la rapida secreciéon de la insulina contenida en estos granulos y la transcripciéon de
novo de insulina (16). Por tanto, la célula diana secretora de insulina ideal deberia tener las
mismas caracteristicas a fin de proporcionar una regulacion fisiolégica de la glucemia.
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Figura 3. Estrategias para la produccion ectépica de insulina. En las células beta la pro-insulina es
procesada por las peptidasas PC2 y PC3. La insulina modificada (la mutaciéon se muestra en negrita)
es procesable por furina ya que ésta reconoce la secuencia aminoacidica Arg-Xaa-Lys/Arg-Arg. En
la insulina de cadena simple el péptido C se sustituye por un péptido de unién (Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-
Lys-Arg).

Asi, las células neuroendocrinas poseen una maquinaria de procesamiento y secreciéon
similar a las células beta mostrandose capaces de secretar insulina activa in vitro e in vivo.
Sin embargo carecen de capacidad de respuesta a fluctuaciones en los niveles de glucosa.
Otro tipo de células son las células K del intestino que son células endocrinas que secretan
la hormona GIP (“glucose dependent insulinotropic polypeptide”), que facilita la liberacién
de insulina tras una ingesta. Parece ser que la sintesis y liberacion de GIP es dependiente
de glucosa. El paralelismo entre el mecanismo y la cinética de secrecién de insulina en las
células beta y de GIP en las células K convierten a éstas Ultimas en excelentes candidatas
para secretar insulina. Recientemente, se ha demostrado en modelos animales murinos que
el DNA gendmico de insulina humana bajo el control de una region 5’ reguladora de GIP es
capaz de producir insulina biolégicamente activa in vivo de forma tejido-especifica en las
células del duodeno y el estbmago, ejerciendo un efecto protector sobre la induccién de
diabetes por estreptozotocina, a pesar de la destruccidon de las células beta pancreaticas.
Sin embargo, queda pendiente el desarrollo de un sistema de transfeccién eficiente y
selectivo para este tipo celular antes de poder aplicar esta estrategia de Terapia Génica in
vivo. Los hepatocitos también secretan insulina ya que poseen un sistema sensible a
glucosa que incluye a la glucoquinasa (GK) y el transportador de glucosa de tipo 2 (Glut2),
aungue no presentan el canal calcio dependiente de voltaje de las células beta en el control
de la secrecion de insulina acoplada a las fluctuaciones de glucosa. En el higado, muchos
genes se regulan transcripcionalmente de forma directa, o indirecta en funcién de los
niveles de glucosa en sangre (17). Ademas, el higado es un 6rgano facilmente accesible por
métodos de transfeccion tanto virales como no virales. La principal desventaja es que los
hepatocitos no poseen la maquinaria de procesamiento de la pro-insulina, ni granulos
secretorios que almacenen y liberen rapidamente la insulina en respuesta a glucosa. Esta



podria ser la causa de que las actuales aproximaciones no resulten eficaces en la
normalizacion de la tolerancia a la glucosa ni eviten episodios de hipoglucemia.

El musculo podria ser una buena diana para la expresion ectdpica de insulina por abarcar
gran parte de la masa corporal y por su accesibilidad, aunque carece de capacidad de
procesar la pre-proinsulina y de sistemas de regulacion sensibles a glucosa. Una forma de
superar el problema del procesamiento de la pre-proinsulina en musculo es el disefio de
construcciones de expresién donde un promotor sensible a glucosa regula la transcripciéon
de proteasas —furin proteasas, proteasa PC3, etc.— capaces de procesar una pre-
proinsulina cuya secuencia ha sido modificada para ser hidrolizada por estas proteasas
alternativas (Figura 3).

En cuanto al sistema de control de expresion y secrecion de la insulina para conseguir una
biosintesis de la hormona en respuesta a glucosa, se han desarrollado construcciones
reguladas por promotores sensibles a glucosa como por ejemplo el de la isoforma hepatica
de la piruvato quinasa (L-PK). La mayoria de las estrategias se basan en un control
transcripcional de la insulina en respuesta a glucosa, incapaz de generar un incremento
inmediato en la secrecidén, proporcionando una respuesta lenta respecto a la secrecidon
fisioloégica de insulina. Las actuales aproximaciones de secrecidon ectopica de insulina no
permiten el control temporal exquisito de la secrecién, por lo cual no son totalmente
eficaces en la normalizacion de la tolerancia a la glucosa ni evitan episodios de
hipoglucemia. La rapida liberacion de insulina desde los granulos de almacenamiento en
respuesta a las fluctuaciones de glucosa, se podria conseguir con métodos de regulacion
artificiales post-traduccionales. Se podria pensar en un sistema de regulacion de secrecion
de proteinas desde el reticulo endoplasmico que implicara la expresion de insulina como una
proteina de fusién con un dominio de agregacion que le permitiera acumularse en el reticulo
endoplasmico. En efecto, se ha conseguido, de esta forma, la secrecién de insulina
administrando drogas de administracién oral que promueven la disgregacion de los granulos
y la consiguiente secrecidon de insulina bio-activa. Asi, transplantando células de
fibrosarcoma transfectadas con esta construccion, se ha conseguido regular la glucemia de
forma transitoria en ratones tratados con estreptozotocina (18).

Para evitar la necesidad del procesamiento de la pre-proinsulina en aquellos modelos de
expresion ectdpica que carecen de la maquinaria necesaria, se han introducido mutaciones
en la secuencia de la proinsulina para hacerla susceptible a la furina, una endoproteasa muy
ubicua y activa en diferentes tipos celulares. Usando esta secuencia mutada de la insulina
se ha conseguido la secrecibn de insulina en diferentes modelos celulares, siendo
especialmente eficaz en higado por lo comentado anteriormente. Otra opciéon ha sido reducir
la secuencia del péptido C de la pro-insulina al minimo (“/linker”, de siete aminoacidos) para
prescindir del procesamiento por endoproteasas manteniendo su actividad biolégica. Esta
forma recombinante de insulina —insulina de cadena Unica—, aunque no necesita
procesamiento enzimatico para ser secretada, se ha mostrado menos activa que la insulina
fisiolégica normal (“wild type”). Mediante la construccion de un vector de expresion
adenoasociado regulado por el promotor de L-PK se obtuvo su expresion ectépica en higado
en respuesta a glucosa, con la consecuente remisidon de la hiperglucemia durante varios
meses en ratones NOD (19). Cabe decir, sin embargo, que en repuesta a una carga Unica
“bolus” de glucosa, se observd un cierto retraso en el incremento de secreciéon de insulina y
en la recuperacion de la glucemia, asi como una ligera tendencia a hipoglucemia entre las 3
y las 6 horas posteriores. Estos datos indican que todavia es necesario mas refinamiento en
las estrategias para conseguir mimetizar el control de secrecion de la célula beta
pancreatica.

Aunque se han conseguido sistemas de secrecion de insulina sensibles a glucosa, todavia es
un reto conseguir un sistema capaz de mimetizar la secrecion fisiolégica que se da en las
células beta del pancreas, que es necesario para el control de la glucemia dentro de los
estrechos margenes fisiolégicos admisibles y de forma rapida en respuesta a las
fluctuaciones de glucosa. Estas limitaciones hacen que las aplicaciones de la produccion



ectopica de insulina mediante estrategias de Terapia Génica in vivo estén todavia lejos de
una aplicabilidad clinica real. Aunque si es verdad que las células K se han mostrado como
una excelente alternativa ya que poseen la maquinaria de regulacibn y procesamiento
enddgena similar a la de las células beta, todavia se precisa mejorar la eficacia de
transfeccion de los vectores, la selectividad de tejido (“delivery”) y la seguridad de los
procedimientos.

Induccién, en higado, de neogénesis de islotes pancreaticos secretores de insulina

La conversion fenotipica de células hepaticas en células pancreéaticas es factible desde un
punto de vista tanto filogenético como ontogénico (20). Las células hepéticas contienen
factores de transcripcion, co-factores y cromatina sensibles a los efectos de determinados
factores de crecimiento pancreaticos pro-endocrinos. Asi, en respuesta a determinados
factores de transcripcién se desencadena una cascada de sefializacién que desemboca en un
proceso de transdiferenciacion que conduce a un fenotipo modelo de célula beta que genera
tanto in vivo como ex vivo, conjuntos celulares o islotes ectdpicos que disponen de la
maquinaria necesaria para regular la secreciéon y procesamiento de insulina. Ademas, estos
cambios fenotipicos parecen ser persistentes en el tiempo. Recientes estudios demuestran
la capacidad de generar estos islotes en higado in vivo con expresion de marcadores de
pancreas endocrino y la subsiguiente reversion de la hiperglucemia diabética en modelos
murinos de diabetes inducida por estreptozotocina (21). Este es un salto cualitativo en la
medicina regenerativa, ya que abre la posibilidad de desarrollar “6rganos ectdpicos” a partir
de los tejidos del propio paciente.

PDX-1 es un factor esencial tanto en el desarrollo embrionario del pancreas endocrino y
exocrino como en la diferenciacion del pancreas endocrino, estando su expresion limitada a
las células beta adultas. La sobre-expresion transitoria de PDX-1 en higado mediante
vectores adenovirales genera agrupamientos secretores de insulina biolégicamente activa,
capaces de mejorar la hiperglucemia en ratones inyectados con insulina (22). En estudios a
largo plazo se observdé que la expresion transitoria de PDX-1 exdgeno estimulaba la
expresion de PDX-1 enddgeno, autoalimentando una cascada de transdiferenciacion a célula
pancreatica, que terminaba con la expresion de insulina y de marcadores pancreaticos
endocrinos asi como con el establecimiento de toda la maquinaria necesaria para la
secrecion de insulina durante meses. Sin embargo, los altos niveles de PDX-1, necesarios
para obtener un efecto hipoglucemiante, potenciaban la expresion de genes exocrinos,
como la elastasa-1 (23) o la tripsina (24), que provocan una hepatotoxicidad de
autodigestion. Por tanto, los estudios realizados parecen indicar que PDX-1 no seria el factor
idéneo para una aproximacion de una Terapia Génica in vivo. No obstante su aplicabilidad
ex vivo, donde se puede potenciar el linaje endocrino, es mucho mas factible ya que se ha
comprobado que células hepéticas adultas tratadas in vitro con PDX-1, antes de implantarse
en la capsula renal de ratones diabéticos, secretan, de forma regulada, insulina activa
durante largos periodos de tiempo, mejorando la hiperglucemia y sin toxicidad inducida por
proteasas exocrinas (25).

NeuroD/f2 es un factor pro-endocrino —"downstream” de PDX-1— que no esta implicado en
el desarrollo de pancreas exocrino. Aunque la expresion hepatica de NeuroD/f2 usando
vectores adenovirales mejora la glucemia, los mejores resultados se obtienen mediante la
co-expresion de NeuroD/p con beta-celulina —factor de crecimiento de la célula beta—, que
conlleva la normalizacion de la glucemia y la tolerancia a glucosa. Esta combinacion ha
conseguido la generacion de agregados celulares secretores de insulina con un fenotipo
mucho maés proximo al de la célula beta, sin promover la expresiéon de genes exocrinos, ni
toxicidad asociada (24).

De hecho, este y otros estudios nos llevarian a pensar que los mejores resultados podrian
venir de la combinacidon de varios factores, consiguiendo asi un efecto sinérgico (26).

Regeneracion de islotes y células beta a partir de células madre



La posibilidad de generar ex vivo células beta a partir de células madre ofrece perspectivas
excitantes. Sin embargo, es necesario entender en profundidad los mecanismos de
diferenciacion de una célula madre hasta llegar a ser una célula beta, antes de poder
obtener modelos in vivo de diferenciacion controlada.

Recientes estudios han demostrado la posibilidad de regenerar los islotes a partir de células
madre adultas originarias no s6lo de médula ésea, sino de otros 6rganos y tejidos, entre
ellos el pancreas (27), donde se han identificado poblaciones de células pluripotenciales
(MAPC, “multipotent adult pleuripotent cell” y SP, “side population cell”) que parecen tener
un papel importante en la reparacion y regeneracién de los tejidos. Sin embargo, hasta el
momento no se ha descrito la transformacion estable in vivo de estos linajes en células
beta.

El papel de las células de la médula 6sea, transplantadas, en la regeneracion de los islotes
pancreaticos en modelos murinos inmunodeprimidos con diabetes inducida por
estreptozotocina es controvertido ya que algunos autores demuestran una reversion de la
hiperglucemia mientras que otros ponen en duda la contribucién de las células derivadas de
medula 6sea en una posible neogénesis de islotes (28).

Las células madre embrionarias son totipotentes y podrian potencialmente ser diferenciadas
mediante manipulacibn genética ex vivo a células productoras de insulina (29). Sin
embargo, otros autores cuestionan la interpretacion de los datos, argumentando que la
insulina detectada en las células embrionarias proviene, en realidad, de su captaciéon del
medio de diferenciacién (30).

Es necesario, por tanto, optimizar el protocolo de diferenciaciéon de las células madre
embrionarias, asi como entender los mecanismos de diferenciacién para poder pensar en la
utilidad de estas células para regenerar tejidos.

Transplante de islotes: Terapia ex vivo adyuvante

El transplante de pancreas es el recurso mas frecuentemente empleado para reemplazar
células beta en pacientes. Sin embargo, la limitaciéon de donantes y la necesidad de terapia
inmunosupresora post-transplante limitan su aplicabilidad. En un principio, el transplante
alogénico de islotes pancreaticos abrié la posibilidad de obtener una secreciéon de insulina
regulada fisiolégicamente, aunque entre las limitaciones de esta técnica se incluyen la
pérdida de islotes por apoptosis inducida durante el proceso de aislamiento y la liberacién
de citoquinas pro-inflamatorias, que limitan la supervivencia de los islotes transplantados en
el donante. En estas condiciones, la viabilidad de los implantes es corta, haciendo necesario
reiniciar la administracion exdgena de insulina e incluso un segundo transplante, volviendo,
a medio plazo a una dependencia absoluta de insulina (31). Sin embargo, la manipulacion
genética ex vivo de los islotes antes del transplante podria ayudar a superar estas
limitaciones.

Asi, en los dias posteriores al transplante los islotes son especialmente susceptibles a
muerte por apoptosis y necrosis. El tratamiento de los islotes aislados con inhibidores de
apoptosis, como zVAD.fmk antes del transplante, mejora su viabilidad en el paciente
receptor (32). Por otro lado, la citoquina interleuquina-1 (IL-1) tiene efectos deletéreos
tanto sobre la replicacién como sobre la viabilidad de los islotes aislados. Se ha visto que el
agonista del receptor de interleuquina-1 (IL1RN) es un inhibidor natural de la accién de IL-1
(33), y que la sobreproducciéon de IL1RN en los islotes aislados, mediante infeccidon ex vivo
con adenovirus recombinantes, mejora la replicacion y masa de los islotes una vez
transplantados. Asi se reduce el nimero de islotes necesarios a transplantar para lograr la
normoglucemia (34). Finalmente, el uso ex vivo de factores como GLP-1 y HNF han
proporcionado una mayor eficacia en el numero de islotes y su tamafio y en la cantidad de
insulina que secretan gracias, en parte, a una mayor viabilidad de los islotes aislados (35).



Inmunomodulacion: Vacunacion con DNA

Las aproximaciones vistas hasta ahora no dejan de ser terapias sustitutivas. Para una
recuperacion total de la diabetes de tipo | seria necesaria la regeneraciéon de las células beta
pancreaticas y su preservacion mediante la prevencion de la autoinmunidad.

La autoinmunidad caracteristica de la diabetes de tipo | esta dirigida contra madltiples
antigenos de la célula beta, aunque los mas estudiados son la insulina y sus precursores
(36), y la glutamato descarboxilasa-65 (GADG65). Diversos estudios describen la induccién
de tolerancia inmunoldgica protectora frente al desarrollo de diabetes de tipo | tras la
“vacunacion” con DNA en modelos de ratén NOD (37). En la mayoria de los estudios, esta
“vacunacion” se consigue mediante la inyeccién intramuscular o electroporacion de DNA
plasmidico que codifica uno o0 mas autoantigenos pancreaticos. Sin embargo, en muchos
casos se promueve una respuesta inmunoldgica Th2, que podria desencadenar reacciones
alérgicas incontroladas (38). Estudios mas recientes describen la produccién de una
poblacion de linfocitos T reguladores (TrCD4P™) que contrarrestan la respuesta Th2 por
efecto inmunosupresor tras la administracion intranasal de un cDNA de pro-insulina (39).
Aunque sin efecto significativo sobre la incidencia de la diabetes, estos estudios abren las
puertas a un efecto protector sin riesgos inmunolégicos colaterales. Finalmente, la inducciéon
de tolerancia a través de la “vacunacion” con DNA ha resultado especialmente evidente
cuando se implica al regulador negativo de linfocitos (T-CTLA-4) (37). En estos estudios la
co-inmunizacion del autoantigeno —construccion quimérica para pre-proinsulina y GAD65—
con B7-1 —ligando de CTLA-4—, incrementd la poblacién de linfocitos T reguladores y
protegio el desarrollo de diabetes de tipo I.

Sin embargo, este tipo de terapia preventiva esta limitada por la inexistencia de marcadores
inequivocos indicativos del riesgo del desarrollo de diabetes de tipo I.

Aproximaciones terapéuticas génicas y celulares para la diabetes de tipo II

La diabetes de tipo Il es una enfermedad multigénica y multifactorial cuya caracteristica
principal es la resistencia a la insulina, que impide que la hormona inhiba la produccién
hepatica de glucosa y active la captacion de glucosa en mduasculo. Los farmacos
antidiabéticos (biguanidas y tiazolidinedionas) inducen un incremento de la sensibilidad a
insulina en los tejidos periféricos. Sin embargo, su mecanismo de accion implica la
activacion de factores que se encuentran por encima de las vias de control del metabolismo
energético, implicados en multitud de procesos fisioldgicos que podrian repercutir en efectos
secundarios indeseados (10).

En individuos diabéticos, la alteracién en la gluconeogénesis secundaria a la resistencia a
insulina conlleva un incremento en la produccion hepatica de glucosa que se refleja en una
hiperglucemia sostenida. Por tanto, la regulaciéon de la gluconeogénesis hepéatica representa
un punto importante para conseguir ajustar la glucemia en modelos diabéticos. La
produccion de glucosa hepatica esta sujeta a un estricto control hormonal, de sustratos y
otros factores (40). Las aproximaciones de Terapia Génica en diabetes de tipo Il intentan,
mediante intervenciones especificas sobre puntos clave en el control de los flujos
metabdlicos, evaluar dianas y los efectos que su modulacion tiene en la homeostasis de los
niveles de glucosa y de lipidos, asi como su efectividad en la regulacion de la glucemia y el
fenotipo diabético. Multiples abordajes han utilizado tanto la tecnologia del RNAi (siRNA)
como de oligonucledtidos antisentido (ASO) o sobre-expresién de proteinas y factores de
transcripcion de la via de sefializacidon de insulina y/o en la regulaciéon de la gluconeogénesis
hepatica. Estos estudios han resultado fundamentales para dilucidar los mecanismos de
control de la homeostasis energética y establecer posibles dianas terapéuticas (Figura 4).
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Figura 4. Vias de sefializaciéon que controlan la gluconeogénesis en higado. Con
flechas se sefialan los mediadores o enzimas (dianas) de la via que estan
alterados en diabetes. Las estrategias de silenciamiento basadas en ASO o
siRNA como aproximaciones terapéuticas para diabetes de tipo Il se indican con
un ovoide alrededor de esas dianas.

Silenciamiento de proteinas implicadas en el desarrollo de la patologia

En 1998, Andrew Fire y Craig Mello, en sus estudios en C. elegans, observaron que el
dsRNA tenia mayor eficacia para inhibir la expresion génica que las secuencias sentido y
antisentido por separado y que, ademas, este efecto de silenciamiento era sistémico y
heredable, describiendo por primera vez el fendmeno del RNA de interferencia (RNAI) que
mas extensamente se trata en otro capitulo de este libro.

El RNAI ha revolucionado la investigacion biomédica, ya que permite identificar la funciéon de
los genes y establecerlos como dianas potenciales terapéuticas. No es raro, entonces, que
multiples compafiias farmacéuticas estén invirtiendo sus presupuestos en desarrollar
terapias basadas en el RNAI (41).

En las aplicaciones terapéuticas basadas en el RNAI, la barrera mas importante ha sido la
liberaciéon y la estabilidad de la molécula en el organismo. La accesibilidad del higado ha
facilitado el establecimiento de dianas farmacoldgicas en este 6rgano. Ya en los estudios
iniciales se observd que tras la inyeccion endovenosa hidrodindmica —técnica de
transferencia génica no viral— (42) de siRNA (43), o de vectores “small-hairpin” RNAs
(shRNA) (44), el higado era el principal 6rgano diana. Sin embargo, estos métodos
proporcionan una eficacia de silenciamiento limitada y una expresion transitoria durante
unos pocos dias. El tropismo natural de los adenovirus ha permitido la liberacion de shRNA
en higado de forma mas eficaz y relativamente mas duradera, permitiendo estudios
metabdlicos de establecimiento de dianas.

Asi, en modelos murinos de diabetes el PGC-1 (peroxisome proliferator-activated (PPAR)-o
coactivator-1) que es un factor de transcripcion implicado en la regulacion de genes
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gluconeogénicos y de oxidacion de acidos grasos, se encuentra sobre-expresado con la
consiguiente activacion constitutiva de la gluconeogénesis y la oxidacién de acidos grasos a
través de su interaccion con HNF-4 y PPAR-o respectivamente. El silenciamiento de PGC-1
en ratones®™® se tradujo en una reduccién de enzimas gluconeogénicas (PEPCK y G-6-
fosfatasa) y de la beta oxidacion (CPT-1, MCAD, AOX) asi como en la normalizacién de la
glucemia en ayunas y mejora de la tolerancia a glucosa y sensibilidad hepatica a insulina
(45). Esto ultimo podria ser reflejo, en parte, de una bajada, secundaria al silenciamiento de
PGC-1, en los niveles de expresion de TRB-3, factor inducible por ayuno inhibidor de
Akt/PKB (46) (Figura 4). De hecho el silenciamiento especifico de TRB-3 comporta una
mejora de la curva de tolerancia a la glucosa (47).

Estudios anteriores en ratdbn demostraron, utilizando vectores plasmidicos para expresar un
shRNA contra la PEPCK —enzima limitante de la gluconeogénesis— que el silenciamiento
parcial (50%) y transitorio de esta enzima provocaba una mejora de la glucemia en ayunas
y de la tolerancia a glucosa en modelos animales diabéticos inyectados con estreptozotocina
(48). El uso de vectores adenovirales para vehiculizar construcciones de expresion de este
shRNA, no so6lo permite obtener eficacias de silenciamiento de hasta un 90% (Figura 5),
sino que también el efecto es mas duradero (hasta tres semanas después de la inyecciéon
del vector). Ademas, en modelos animales de diabetes de tipo Il (ratén®®) se observa
mediante el mismo protocolo una disminucion de la glucemia equivalente al de un
tratamiento farmacoldgico con metformina (400 mg/kg), estableciéndose de esta forma a la
PEPCK como posible diana en una Terapia Génica hipoglucemiante.

Sin embargo, el potencial terapéutico de las estrategias basadas en el RNAi esta
comprometido por la liberacion, en términos de dosis, especificidad y estabilidad en fluidos
fisiolégicos, de la molécula sintética de siRNA. Ya que la inyeccion sistémica de la molécula
sintética sin vehiculizacién resulta ineficaz, se comienzan a ensayar modificaciones en las
secuencias de los siRNA para incrementar su estabilidad en fluidos bioldgicos y permitir una
internalizacién especifica de tejido —para mejorar significativamente sus propiedades
farmacocinéticas—, lo que se traduciria en una mayor eficacia de silenciamiento de dianas
enddgenas (49); tambien en este sentido resultan eficaces en formulacion liposémica (50).
Esto podria ser el futuro de una posible terapia basada en los RNAI, ya que permitiria una
administracion sistémica a dosis farmacolégicas.

Otra estrategia para el silenciamiento de proteinas es la utilizacién de oligonucleé6tidos
antisentido de RNA, DNA o analogos de acidos nucleicos (ANA), sintetizados quimicamente,
y que presentan una alta homologia con los mRNAs de las proteinas diana que se precisan
silenciar. EI mecanismo de actuacibn es su apareamiento bloqueando el proceso de
traduccion de un mMRNA o activando su degradacion. Para aumentar la resistencia a
nucleasas, su disponibilidad sistémica y su tiempo de residencia en plasma y dentro de la
célula, y aumentar por tanto su actividad farmacolégica in vivo, los ASO requieren de
modificaciones quimicas especificas en su estructura (51). Tras una inyeccion
intraperitoneal de ASO, éstos se acumulan y causan una reduccién de mRNAs diana en
tejidos como el higado o el tejido adiposo, pero no en musculo. La biodistribuciéon, asi como
los tejidos en que se expresan los mRNAs diana son factores a tener en cuenta al escoger
los ASO como técnica de silenciamiento. Algunos de estos ASO modificados quimicamente
se han dirigido, por ejemplo, contra Foxol y PTP1B con buenos resultados tanto en estudios
preclinicos como en fase clinica.

Foxol pertenece a una familia de factores de transcripcion de localizaciéon nuclear, que se
expresa fundamentalmente en higado y en células beta pancreaticas. Juega un papel
esencial en la inhibicion de la gluconeogénesis hepatica en respuesta a insulina y en la
supervivencia de las células beta, regulando la transcripcion de los genes gluconeogénicos
de la glucosa-6-fosfatasa y de la PEPCK (52), asi como del factor pdx. En ausencia de
insulina, Foxol se encuentra directamente unido a los elementos de respuesta a insulina
(IRE) del promotor del gen diana.

11



" =T -5~ [ET
woe AUSP] «a= AdUE-5E4
50
: H ) —
S -\1\1 e

1000 -

(& n SRR ¥ T
2 =200 . ’
0 2 4 & 8 )0 11 14

Tiemps (a8

alycots | migidl )

Figura 5. Silenciamiento de PEPCK en higado utilizando técnicas de
transferencia génica no viral (transferencia génica hidrodinamica) y vectores
adenovirales. Las imagenes de microscopia confocal muestran la
inmunodeteccion de PEPCK en secciones de higado de ratéon diabético
después de dos dias desde la inyeccidon hidrodinamica (A,B) o después de
catorce dias usando un vector adenoviral (C,D). Los animales fueron
inyectados con vectores de expresion de shRNA inespecifico (A,C) o dirigido
contra PEPCK (B,D). Las fotos muestran los méaximos niveles de
silenciamiento conseguidos con ambas técnicas. Mientras que la inyeccion
hidrodinamica de vectores de shRNA no permite ver silenciamiento del gen
diana méas alla de 72 horas después de la inyeccion, la infeccion con vectores
adenovirales de shRNA permite obtener un efecto que perdura hasta tres
semanas sin necesidad de inmunosupresién. E) Como consecuencia del
silenciamiento de PEPCK en ratones diabéticos lepr”-db/db la glucemia en
alimentacion se redujo de manera similar a un tratamiento oral con
metformina (400 mg/kg).

La fosforilacién mediada por Akt de Foxol en respuesta a insulina, conlleva su exclusiéon del
nucleo, inactivacion, ubiquitinizacion y finalmente su degradacion (53). Un incremento en la
actividad de Foxol en higado y células beta pancraticas desemboca en diabetes como
consecuencia de un efecto combinado del incremento de produccién de insulina y la
incapacidad de compensaciéon por parte del pancreas (54). En higados de animales obesos
resistentes a insulina, la expresiobn de Foxol esta incrementada y su localizacion es
predominantemente nuclear, correspondiendo a una mayor actividad transcripcional. Los
niveles del mRNA de las enzimas gluconeogénicas G-6-fosfatasa y PEPCK van en paralelo a
la actividad de Foxol. Ademas, la sobre-expresion de Foxol en higado de animales sanos
repercute negativamente en la tolerancia a glucosa y la insulinemia, mientras que la pérdida
de su funcion en higado de animales diabéticos mejora la tolerancia a glucosa (55). Estos
resultados apuntan a que la reduccién de Foxol en estados diabéticos restituiria la accién
de la insulina a nivel transcripcional. En esta linea, Samuel y colaboradores han demostrado
recientemente un leve silenciamiento de Foxol en higado mediante el uso oligonucledtidos
antisentido (IS1S-188764) en animales sanos y obesos (56). En animales obesos se observéd
una reduccion en el mMRNA de las enzimas gluconeogénicas G-6-fosfatasa y PEPCK en higado
con la consiguiente disminucién en la produccion enddégena de glucosa, que repercutié en la
mejora de la glucemia, de la tolerancia a glucosa y de la insulinemia. El tratamiento con
ASO también mejord la sensibilidad a insulina en cierta medida, no solo en higado, sino
también en tejido adiposo, aunque no en mduasculo. Aunque la reversion del fenotipo
diabético no es total, debido a cuestiones de biodistribucién y/o eficacia en la liberacién o
actividad de los ASO, si que estos estudios apoyan la hipdtesis de que una terapia basada
en la reduccién de Foxol en tejidos sensibles a insulina puede contribuir a la mejora de la
respuesta a la hormona.

Por otro lado, multiples evidencias sugieren que la acumulacion de lipidos en higado, ya sea

en NAFLD (“non alcoholic fatty liver disease”) o en estados pre-diabéticos, esta
directamente ligado al desarrollo de resistencia a insulina y al incremento de la produccion
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hepatica de glucosa, elementos claves en la patogénesis de la diabetes de tipo Il (57). La
reduccién de la lipogénesis hepatica podria, por tanto, ser una estrategia terapéutica en
estas situaciones patolégicas. La acetil-CoA carboxilasa (ACC) cataliza la sintesis de malonil-
CoA, que es, a la vez, sustrato de la sintesis de acidos grasos e inhibidor alostérico de la
carnitina palmitoil transferasa (CPT-1), enzima limitante de la f-oxidaciéon de acidos grasos.
Por tanto, el malonil-CoA es un regulador fisioldgico clave en la homedstasis lipidica. Existen
dos isoformas de ACC, la ACC-1 que se localiza en tejidos lipogénicos (higado y tejido
adiposo) y la ACC-2 que se localiza en tejidos oxidativos (higado, corazén y mdusculo
esquelético), sugiriendo la existencia de dos acervos metabdlicos de malonil-CoA implicados
en la regulacion de la lipogénesis de novo y de la f-oxidacién de acidos grasos
respectivamente (58), aunque recientes investigaciones sugieren que puede existir un flujo
entre esos acervos, que compensaria la ausencia de una de las isoformas. Asi, para suprimir
la lipogénesis hepatica seria necesaria la inhibicibn de ambas isoformas. Savage y
colaboradores han demostrado (59) que la inhibicién de ACC-1 y ACC-2 en higado utilizando
un oligonucleétido con actividad sobre las dos isoformas, tiene un efecto sinérgico en la
induccion de la B-oxidacién de acidos grasos, respecto a la silenciamiento de cada una de
las formas por separado. Esto, en modelos animales de higado graso inducido por dieta,
repercute en una menor lipogénesis y produccion hepatica de glucosa y una mejora de la
sensibilidad hepatica a insulina.

La resistencia a insulina esta condicionada fundamentalmente por dos factores de riesgo, la
obesidad y los procesos inflamatorios (60). En la cascada de sefalizaciéon de insulina la
fosforilacion y desfosforilacion de residuos de serina y de tirosina juegan un papel
fundamental en su regulacion, de manera que una disregulacion a este nivel puede
desencadenar resistencia a insulina. Aun asi, el papel de una posible disregulacion de estas
quinasas y fosfatasas en diabetes y el desarrollo de resistencia a insulina no esta del todo
esclarecido. PTP1B es una fosfatasa que interacciona y desfosforila el receptor de la
insulina, IRS-1 y IRS-2, regulando negativamente la cascada de sefalizacion de insulina.
Los niveles de esta fosfatasa estan incrementados en pacientes obesos con resistencia a
insulina mientras que en modelos animales “knock out” para PTP1B se observa una
hipersensibilidad a insulina y una resistencia a desarrollar obesidad en respuesta a una dieta
rica en grasas. En estudios con ratones obesos que exhibian una marcada resistencia a
insulina (ob/ob), el uso de oligonucledtidos antisentido resulté en una reduccion del 50% en
los niveles de proteinas en higado y tejido adiposo, igualandolos a los equivalentes en
animal sano (ob/-). También se redujeron los niveles de glucosa e insulina plasmaticos
post-pandriales y se mejord la tolerancia a glucosa e insulina. Esta reduccion de los niveles
de PTP1B mejora la sefializacién de insulina en musculo e higado pero no en tejido adiposo.
Estos resultados demuestran que la normalizacion de los niveles de PTP1B en higado y
tejido adiposo es suficiente para mejorar la sefializacién a insulina en tejidos sensibles a
insulina, sugiriendo que la modulacion farmacolégica de PTP1B puede ser una buena diana
terapéutica en el tratamiento de la diabetes de tipo II.

Sin embargo, la repercusiéon de la formulacion en la estabilidad, biodistribucion vy
funcionalidad de la molécula es un factor esencial en el disefio de fArmacos basados en
DNA. Recientemente, se han publicado nuevas modificaciones en las secuencias
nucleotidicas (enlace 2’-0,4’-etileno; ENA) que suponen una mayor estabilidad vy
funcionalidad, tanto en el porcentaje de silenciamiento, como en el efecto hipoglucemiante
cuando se compara con los resultados obtenidos con la misma secuencia sin modificar (61).

Se ha demostrado también la existencia de circuitos neuronales entre el hipotalamo y los
tejidos periféricos —higado y tejido adiposo— que integrarian el metabolismo energético a
nivel sistémico (62). Una reciente publicacion demuestra que la actividad PTP1B en
neuronas regula el peso corporal, la adiposidad y la accidon de la leptina (63). El estudio
revela que la eliminacion de PTP1B de forma especifica en neuronas supone una resistencia
a la obesidad inducida por dieta rica en grasas, con un efecto positivo sobre la homeostasis
de la glucosa, la tasa metabdlica, la insulinemia y la sensibilidad a leptina en el hipotalamo.
Por tanto, si se confirmara que la PTP1B neuronal tuviera un papel en la regulacion de la
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sensibilidad periférica a insulina, se podria disefiar una aproximacion terapéutica contra la
obesidad y la diabetes de tipo Il basada en el silenciamiento especifico en neuronas
hipotalamicas. Para ello seria necesario desarrollar herramientas de liberacién al tejido
neuronal y al sistema nervioso central.

Sobre-expresion de proteinas cuya deficiencia causa la patologia

En los ultimos afos se ha venido desarrollando diversos abordajes sobre tejidos como el
higado, musculo esquelético o tejido adiposo, que en diabetes de tipo Il han perdido la
sensibilidad a insulina, con el objetivo de expresar, mediante vectores de expresion,
aquellas proteinas que se relacionan con una mayor sensibilidad a la insulina y a la
captacion de glucosa.

El madsculo esquelético es una diana potencial para este tipo de terapias antidiabéticas ya
que constituye alrededor del 40% de la masa corporal, proporcionando una excelente
accesibilidad. Ademas representa un tejido esencial en la captaciéon y oxidacion de glucosa y
acidos grasos tras la ingesta. Ya en 1990, John Wolf de la Universidad de Wisconsin,
describi6 la capacidad del musculo esquelético de internalizar y expresar genes inyectados
en sus células a partir de plasmidos de expresién sin vehiculizaciéon previa. La aplicacion de
pequefiisimas corrientes eléctricas en la fibra muscular al mismo tiempo de la inyecciéon del
DNA (electroporacion) consigue aumentar, de manera muy significativa, la eficacia de
transfeccién (64), haciendo que las perspectivas de utilizacién clinica sean esperanzadoras
para esta estrategia terapéutica. En cuanto a vectores virales, la inyeccion intramuscular de
vectores adenoasociados (AAV-1) resulta menos inmunogénica que con adenovirus, siendo
ademas eficaz en la expresion a largo plazo de proteinas secretadas (65). En diabetes, la
captacion de glucosa en el musculo esta disminuida como consecuencia de la resistencia a
insulina, contribuyendo este hecho en gran medida a la hiperglucemia. Existen multiples
evidencias de que es posible incrementar la capacidad de captacién de glucosa a través de
la sobre-expresion de glucoquinasa en musculo ya sea mediante electroporacion (66) o
vectores adenovirales (67), aunque la efectividad para revertir diabetes y obesidad varia
segun el modelo de animal diabético utilizado. Por otro lado, la secrecion de niveles basales
de insulina en mdsculo en un raton transgénico incrementa la captaciéon de glucosa en
musculo ya que éste es un tejido sensible a la hormona (66), aunque no corrige la
hiperglucemia tras la induccién de diabetes con estreptozotocina. En un paso mas alla, se
ha intentado generar un sistema “sensor de glucosa”, y asi la expresidon conjunta de insulina
y de glucoquinasa en niveles basales en musculo esquelético, permite el mantenimiento de
la normoglucemia, tanto en estado post-pandrial como en ayunas, posiblemente debido a
un efecto sinérgico (glucoquinasa en musculo e insulina a nivel sistémico) que incrementa la
captacion de glucosa en musculo y disminuye la producciéon hepéatica de glucosa (68).

Por otro lado, también se ha sugerido que la potenciacion de la actividad enzimatica de
glucoquinasa en higado, ya sea por métodos farmacolégicos o genéticos, podria ser una
manera de incrementar la captacion de glucosa, con un posible efecto hipoglucemiante en
diabetes. Mientras que los primeros resultados parecian confirmar esta hipétesis (69), otros
ponen en duda la idoneidad de esta estrategia ya sea porque la expresion a largo plazo
induce resistencia a insulina y esteatosis hepética (70), o bien porque los niveles de sobre-
expresion necesarios para obtener un efecto hipoglucemiante desembocan en dislipidemia
(71). Sin embargo, los efectos sobre la esteatosis hepatica podrian, en teoria, evitarse si la
sobre-expresion de glucoquinasa se hace en la zona perivenosa del higado, que es en la que
se expresa fisiolégicamente (72). Se estan realizando estudios en este sentido mediante
transfeccion especificamente perivenosa gracias a la inyeccion hidrodindmica (73). Ademas,
el uso de una forma mutante de glucoquinasa (GK-A456V), con una Km para la glucosa mas
baja, proporciona un efecto mas potente sobre la glucemia (Figura 6), sin dislipidemia. En
humanos la GK-A456V se ha descrito ligada a hipoglucemia hiperinsulinémica en la infancia
(74). Respecto a la méas baja Km de la enzima, presumiblemente, la mutacion, que se sitda
en el lugar de unién con la proteina reguladora de la glucoquinasa, podria reducir la eficacia
en el secuestro en nucleo de la enzima.
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El llamado “glucagon-like peptide 1” (GLP-1) es un péptido secretado por las células L del
intestino en repuesta a la ingesta, que presenta una accion insulinotrépica dependiente de
glucosa y esta implicado en el control de la ingesta a nivel cerebral. EI GLP1 mejora la
secrecion de insulina dependiente de glucosa, reduce los niveles de glucosa y de la
secrecion post-prandial de glucagén; ademas, mejora la funcién de las células beta del
pancreas y del vaciado gastrico. Su corta vida media hace que una terapia basada en la
inyeccion de este péptido sea inviable. La expresion ectépica de GLP-1 mediante vectores
adenovirales (75) proporciona, sin embargo, niveles terapéuticos de GLP-1 que se reflejan
en una mejora de la homeostasis de la glucosa y en una normalizacion de la insulinemia en
modelos animales de diabetes severa, lo que valida en cierta manera, de forma conceptual,
esta aproximacion terapéutica.
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Figura 6. Efecto hipoglucemiante de la sobre-
expresion de GK y GK-A456V en higado de ratéon
diabético. Se inyectaron, en ratones con
diabetes inducida por estreptozotocina, vectores
de expresion control, GK y GK-A456V mediante
inyeccion hidrodinamica. La glucemia post-
pandrial se determin6é 48 horas después de la
inyeccion.

En esta linea de actuacion se podria especular con una estrategia similar basada en la
expresion ectopica de factor neurotrofico ciliar (CNTF), neuropéptido implicado en la pérdida
de peso a través del control del apetito y el incremento de la tasa metabdlica, regulado todo
ello en los circuitos neuronales hipotalamicos. CNTF repara la resistencia a insulina en
ratones diabéticos a través de una accion directa sobre el musculo, activando la oxidaciéon
de acidos grasos via AMPK (76). Esto tendria implicaciones en diabetes ya que se lograria
una mejora en la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, es evidente que para una
liberaciéon de este tipo de péptidos de forma segura en el tejido diana de eleccién, se precisa
todavia una mejora sustancial en el disefio de vectores para su utilizacion en estrategias de
Terapia Génica.

Conclusiones
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La diabetes es, desde un punto de vista cientifico, una patologia dinamica. Su complejidad y
los numerosos mecanismos fisiopatolégicos que la definen suponen un reto importante para
la terapéutica. La Terapia Génica de la diabetes, por esta razén, a parte de tener que
superar las limitaciones propias de esta técnica, especialmente respecto a la optimizaciéon de
vectores, ademas, esta supeditada a los nuevos descubrimientos sobre la fisiopatologia de
la enfermedad ya que se deben conjugar una amplia variedad de mecanismos de regulaciéon
metabdlica intimamente imbricados.

Por ello, las estrategias mas sencillas y directas, como es la utilizacién de oligonucle6tidos
antisentido modificados, han supuesto una buena alternativa. Son especialmente
prometedores los resultados de Pandey y colaboradores (77) que demuestran como la
reduccién en la expresion de una protein-tirosin-fosfatasa de bajo peso molecular normaliza
la hiperglucemia y la sensibilidad a insulina. En base a estos resultados ya esta en marcha
un ensayo clinico de Fase Il en humanos desde 2006 con muy buenos resultados.
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CAPITULO 8
Terapia Génica en hepatopatias

Juan Ruiz

La Terapia Génica es la estrategia terapéutica que busca alcanzar un efecto beneficioso en

el organismo frente a una determinada enfermedad basandose en la transferencia de
material genético (1). La versatilidad de esta nueva modalidad terapéutica hace que
cualquier enfermedad pueda ser tratada mediante Terapia Génica y en concreto, las
enfermedades del higado que constituyen una excelente diana para este tipo de
tratamiento.

Las razones que hacen del higado un 6rgano especialmente susceptible a un abordaje
relacionado con la Terapia Génica son fundamentalmente de tres tipos (Figura 1):

AMATOMIA FISIOLOGEA
- Accesibalidad (vadcular y direcia) = Fapel ceniral @n ol melabalisms
= Endobelis feneitrads « Organo de sinbesis de proteinas

DIFERENTES PATOLOGLAS TUMORES
+« Entaimadaded Gesdticag - Primarics (Cdncer higada)
= Hepatits B y C -~ Secundancs (Higads metastizis)

« Cirrosis Bepd oy

Figura 1. Las razones que hacen del higado un érgano diana para la Terapia
Génica.

- Anatomicas, por su especial accesibilidad por via vascular (el higado dispone de un
sistema de doble circulacion, que incluye sangre arterial por la arteria hepatica y venosa
a través de la vena porta) y el hecho de disponer de un endotelio fenestrado, que
permite el contacto directo de los hepatocitos con la sangre y todos aquellos productos
que ésta lleve disueltos. Ello permite que los vectores (virales o no virales) que llevan el
gen terapéutico puedan llegar a los hepatocitos cuando son administrados por via
arterial o venosa.

- Fisiologicas, al tratarse el higado de un 6rgano que juega un papel central en el control
del metabolismo y por tanto la diana de numerosas enfermedades metabdlicas y ser,
ademas, un o6rgano que fabrica un gran numero de proteinas fundamentales en
numerosos procesos del organismo, como la albumina, los factores de coagulacién, los
inhibidores de proteasas, etc).

- Patogénicas, dada la variedad e importancia de las enfermedades que afectan al
higado, en concreto la mayor parte de las enfermedades causadas por errores
congénitos del metabolismo, enfermedades de tipo infeccioso con una elevada
prevalencia, como las hepatitis virales causadas por los virus B y C o enfermedades
tumorales frecuentes de tipo primario (carcinoma hepatocelular) o sobre todo



metastasico, dado que el higado es uno de los 6rganos donde con mas frecuencia
asientan las metastasis de tumores de un origen muy variado.

Las enfermedades hepaticas susceptibles de tratamiento con Terapia Génica pueden
agruparse de la siguiente forma:

Enfermedades genéticas congénitas
Enfermedades infecciosas

Tumores primarios o secundarios
Otras

Enfermedades hepaticas congénitas

El higado es tanto origen como diana de numerosas enfermedades genéticas monogénicas,
en las que mutaciones, deleciones, translocaciones, etc. de un gen, dan lugar a una
ausencia y/o un mal funcionamiento de la proteina codificada por dicho gen, una pérdida de
su funcion y con ello la enfermedad. La identificacion de la mayor parte de los genes
implicados en las enfermedades genéticas y su clonacién hacen posible preparar vectores
que contengan dichos genes y sea posible, al menos, desde un punto de vista teobrico,
introducirlos en el organismo (en el higado, u otro 6érgano) para tratar de reparar el defecto.

La lista de enfermedades monogénicas con afectacion hepatica que han sido abordadas
mediante Terapia Génica en los ultimos afios no ha parado de crecer. Sin animo de ser
exhaustivo, se pueden mencionar las siguientes:

¢ Enfermedades genéticas con origen y dafio en el higado
- Enfermedad de Wilson (2)
- Deficiencia de alfa-1-antitripsina (3)
- Tirosinemia (4)
- Criggler Najjar y otras hiperbilirrubinemias (5)
- Glucogenosis (6)
- Fenilcetonuria (7)

o Enfermedades genéticas de origen hepatico y dafio en otros érganos
- Hemofilia A (8)
- Hemofilia B (9)
- Hipercolesterolemia familiar (10)
- Deficiencia de ornitina transcarbamilasa (11)
- Deficiencia de lipoprotein lipasa (12)
- Porfiria aguda intermitente (13)

Uno de los primeros protocolos clinicos llevado a cabo en los afios 90 fue el tratamiento de
la hipercolesterolemia familiar (deficiencia del gen del receptor de las lipoproteinas de baja
densidad, LDL) mediante una técnica de Terapia Génica ex Vivo consistente en extraer
quirargicamente un fragmento del higado de los pacientes, cultivar los hepatocitos, hacer la
transduccion con el gen del receptor de la LDL mediante un retrovirus, seleccionar las
células expandidas y modificadas genéticamente y reimplantar dichas células de nuevo en el
higado de los pacientes (Figura 2). A pesar de la complejidad del procedimiento y la
importancia de la intervencion quirdrgica asociada, no se produjeron complicaciones en los
pacientes y fue bien tolerado (14). Sin embargo, la eficacia fue muy baja y el tratamiento se
limitd a unos pocos pacientes, sin que haya vuelto a intentarse. Este ensayo puso de



manifiesto la dificultad de una estrategia que debe conseguir que la célula modificada
genéticamente exprese el gen terapéutico por periodos muy prolongados (idealmente la
vida eficaz de dicha célula) o que, al menos, sea posible repetir el tratamiento, una vez se
pierde dicha expresion.
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Figura 2. Esquema del primer ensayo clinico en pacientes con
hipercolesterolemia familiar.

En los ultimos afios se han hecho avances significativos en el campo de los vectores,
fundamentalmente los de tipo viral, con la introduccién de los nuevos virus adenoasociados
(de doble cadena o auto-complementarios) (15) o los lentivirus, que mejoran las
posibilidades de conseguir una expresion génica duradera sin efectos secundarios relevantes
(16). Ello nos permite ser optimistas en aquellas patologias en los que baste conseguir una
correccién parcial del defecto (no sea necesario alcanzar el 100% de las células afectadas ni
niveles elevados de una actividad enziméatica) para corregir el fenotipo de la enfermedad.
Este seria el caso de la hemofilia, en la que bastaria conseguir niveles sistémicos de factor
coagulante de un 5% de los normales para mejorar significativamente el pronéstico y la
calidad de vida de estos pacientes. El caso es aun mas llamativo en aquellas situaciones en
las que la correccion del defecto proporciona a las células modificadas genéticamente una
ventaja competitiva, que les permite sobrevivir y repoblar el higado enfermo, como seria el
caso de la tirosinemia (17).

Por otro lado, la comprension de los mecanismos de silenciamiento genético y del control
celular sobre la expresiéon génica han permitido sustituir los promotores virales que se
utilizaban en un principio por otros menos potentes, lo que permite una mayor capacidad de
expresion a largo plazo, y por ello méas indicados en el tratamiento de enfermedades
genéticas congénitas.

Enfermedades infecciosas del higado

La hepatitis B y C son enfermedades virales de alta prevalencia que con frecuencia
cronifican y dan lugar a una hepatitis crénica que con el tiempo puede evolucionar hacia la



cirrosis hepética y en algunos casos al carcinoma hepatocelular. El tratamiento de estas
infecciones virales no es del todo satisfactorio, puesto que un elevado porcentaje de los
pacientes no responde al tratamiento o responde inicialmente pero solamente hasta que el
virus se hace resistente y recidiva con el tiempo. Por este motivo se siguen buscando
nuevas estrategias terapéuticas entre las que destacan las basadas en la transferencia
genética (18). Esta puede estar dirigida a inducir o potenciar la respuesta inmune del
huésped frente al virus o a interferir alguna fase de su ciclo bioldégico, consiguiendo un
efecto antiviral directo.

Inmunoterapia (vacunacion) génica

La transferencia de genes puede tener por objetivo la inducciéon y/o potenciacion de una
respuesta inmune del huésped frente al virus, en lo que puede describirse como una especie
de “vacunacidon génica”, que a su vez puede ser preventiva o terapéutica. Se utilizan para
ello genes que codifican antigenos del agente patdgeno, genes de citoquinas con
propiedades inmunomoduladoras (por ejemplo la interleuquina 12) o la combinacién de
ambos. La Figura 3 describe como se produce la induccién de una respuesta inmunitaria
mediante la transferencia de genes.
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Figura 3. Induccién de respuesta inmunitaria mediante transferencia génica.

Esta transferencia de genes con objeto de producir respuestas inmunolégicas se puede
llevar a cabo mediante la inyecciéon directa en el paciente del vector que lleve los genes
mencionados anteriormente, o puede llevarse a cabo in vitro, en una estrategia ex vivo que
combinaria la Terapia Génica con las técnicas de Terapia Celular. Es posible mejorar la
selectividad del proceso y el nivel de control y eficacia del procedimiento (a costa
Ibgicamente de una mayor complejidad y coste econémico) transfiriendo in vitro los genes
de antigenos y/o citoquinas a células especializadas del sistema inmune (por ejemplo
células dendriticas diferenciadas en cultivo) (19).

La utilizacién de vacunas genéticas tiene la ventaja de que una vez conseguida la induccién
de una respuesta inmune frente al agente patdgeno, el propio sistema inmune se encarga
de amplificar el efecto, por lo que no son necesarios niveles elevados de expresion del gen o
prolongados en el tiempo; ademas, el nimero de vectores con la capacidad de conseguir
este efecto es elevado. La posibilidad ya mencionada de combinar los genes de los



antigenos, con genes de citoquinas inmunopotenciadoras o de combinar Terapia Génica y
Terapia Celular (técnicas ex vivo), son también importantes ventajas asociadas a esta
estrategia (20).

Los inconvenientes de la inmunoterapia génica estan relacionados con la capacidad de los
virus de interferir con la respuesta inmunitaria del paciente, capacidad que han desarrollado
evolutivamente como medio de supervivencia y que en el caso de virus como los de la
inmunodeficiencia adquirida o de los propios virus de la hepatitis B y C han alcanzado
niveles de eficacia muy elevados. Ejemplo de este tipo de interferencias es el bloqueo de
una respuesta inmunitaria celular eficaz mediante la estimulacién por parte del virus de las
células T reguladoras (21).

Este tipo de vacunas génicas, tanto in vivo como in vitro, terapéuticas o preventivas, se han
utilizado clinicamente en el contexto de enfermedades tumorales (en el que se han
empleado genes que expresan antigenos tumorales) o en la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia adquirida, pero no en el campo de las infecciones por los virus de la
hepatitis B y C, donde solamente se ha experimentado en modelos animales.

Terapia Génica antiviral directa

El conocimiento del ciclo biolégico de los virus, en concreto de los virus de la hepatitis By C,
permite disefiar un tratamiento basado en la transferencia de un material genético (que
exprese 0 no una proteina) cuyo objetivo sea el de bloquear un determinado paso de dicho
ciclo biolégico. En la Figura 4 se resumen, de forma esquematica, los ciclos biol6égicos de
los virus B y C en el hepatocito y los niveles en los que se podria actuar, asi como algunas
de las estrategias que se podrian utilizar para ello.
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Figura 4. Ciclos replicativos de los virus B y C y posibilidades de la Terapia
Génica antiviral directa.

Asi, es posible desde un punto de vista tedrico y en modelos in vitro y en algun caso in vivo,
bloguear la replicacion del DNA o su expresion a RNA mensajero mediante moléculas
antisentido; también se puede destruir o bloquear la funcion del RNA mensajero (y con ello
la traduccion a proteinas virales) mediante moléculas antisentido, ribozimas o mas
recientemente, siRNA (RNAs de silenciamiento) (23); por ultimo, se puede bloquear el
ensamblaje de nuevas particulas virales mediante el uso de moléculas sefiuelo (“decoys”™),



proteinas dominantes negativas, 0 con anticuerpos intracelulares (también llamados
anticuerpos de cadena simple o “single chain antibodies™) (18).

Este tipo de estrategias han demostrado en algunos casos niveles de eficacia antiviral in
vitro e in vivo muy elevados, como es el caso de los siRNA (22-24), y tienen, ademas, la
ventaja de que se pueden combinar con cualquier otro tipo de farmacos antivirales o
inmunomoduladores. Sin embargo, presentan el gran inconveniente de que para alcanzar un
efecto terapéutico significativo se han de transfectar la mayor parte —si no la totalidad— de
los hepatocitos (algo que todavia no esta al alcance de los vectores disponibles), asi como
mantener la expresion durante el tiempo necesario para aclarar el virus antes de que
desarrolle resistencias —esta es la razdén por la que tiene interés la combinaciéon con otros
agentes, antivirales o no—.

Enfermedades tumorales del higado

El tratamiento tanto del hepatocarcinoma, como de las metastasis hepaticas ha sido una de
las areas donde mas se ha trabajado en el desarrollo de la Terapia Génica aplicada a las
enfermedades hepaticas (25).

Las estrategias empleadas son las que se estan desarrollando, en general, para otro tipo de
tumores:

- Quimioterapia génica: Consiste en la introduccion en la célula tumoral de un gen que
es toéxico, de forma que su expresion lleva a la muerte de ésta (26). La expresion del
gen toxico (muchas veces conocido como gen suicida) puede ser constitutiva, por lo que
se expresara también en células no tumorales y puede acompariarse de efectos toxicos
secundarios o puede estar regulada por un promotor selectivo del tumor o que sea
inducible (por ejemplo por la toma de doxiciclina), lo que permitiria limitar la expresion
en un tejido o en el tiempo.

- Inmunoterapia: Como se ha comentado previamente para el caso del tratamiento de
las infecciones virales del higado, la transferencia de genes de antigenos tumorales
conocidos, de citoquinas inmunopotenciadoras o su combinacién, puede vencer la
tolerancia que existe frente a las células tumorales, inducir una respuesta inmunitaria y
conseguir un efecto antitumoral (27).

- Terapia antiangiogénica: Es posible conseguir un bloqueo de la formacién de los
nuevos vasos que el tumor necesita para su crecimiento, mediante la transferencia de
genes con propiedades antiangiogénicas, como la interleuquina 12 (28).

- Viroterapia: Esta estrategia se basa en la transferencia de los llamados virus
oncoliticos, que son virus modificados genéticamente que solo son capaces de replicarse
en células tumorales, en las que la sobreexpresion de un determinado gen (un
oncogén), complementa el defecto genético que poseen. Al replicarse, los virus
destruyen la célula, alcanzandose el efecto terapéutico (29).

- Transferencia de genes supresores: El desarrollo de los tumores se produce por el
escape de la célula tumoral a los mecanismos de control del ciclo celular. Existe un gran
ndmero de genes implicados en dicho control, que cuando sufren alteraciones en su
nivel de expresion, bien por sobreexpresidon (oncogenes) o bien por su inhibicién (genes
supresores) pueden contribuir al desarrollo del tumor. La estrategia opuesta, es decir, el
blogueo de la funcién de los oncogenes o la introducciéon de los genes supresores de



tumores ha demostrado su eficacia tanto en modelos animales in vitro, como in vivo
(30).

Otras hepatopatias

Ademas de las mencionadas anteriormente, la Terapia Génica puede utilizarse para el
tratamiento de enfermedades crdnicas del higado como la cirrosis hepatica, mediante la
transferencia de genes antifibréticos o los correspondientes factores deficitarios durante la
enfermedad, como el IGF-1 (31); también se puede utilizar para mejorar el resultado de un
transplante hepatico mediante la transferencia de genes de citoquinas inmunosupresoras o
con capacidad de interferir en el sistema de presentacién antigénica.

Consideraciones sobre vectores, rutas de administracion de los mismos y modelos
animales

La experiencia que se ha ido acumulando en cerca de 20 afios de desarrollo de la Terapia
Génica permite afirmar que no existe un Unico vector ideal que sirva para todas las posibles
indicaciones, sino que en funcién de criterios tales como la duracidon de la expresion del gen
terapéutico o el nivel de expresién a alcanzar, se debe escoger uno u otro. De forma
orientativa, podemos establecer para las hepatopatias los siguientes criterios:

e Corta duracién y alto nivel de expresion del trangén (adenovirus de
primera generacion)

e Larga duracién y alto nivel de expresion del transgén (adenovirus de alta
capacidad)

e Larga duracion y nivel medio-bajo de expresion del transgén (virus
adenoasociados, lentivirus, virus SV40)

e Actividad oncolitica (adenovirus replicativos condicionales)

Respecto a la via de administracion para alcanzar el higado, como se ha comentado al
principio del capitulo, el higado es un 6rgano privilegiado en este sentido, dado que existen
varias posibilidades. Asi, podemos recurrir a la administracién sistémica por via venosa
periférica, por la vena porta o por la arteria hepatica (en los dos ultimos casos, se haria
mediante cateterismo); también se puede recurrir a la administracién por via circulatoria,
con aislamiento del higado y a la inyeccién intrahepatica directa mediante control ecografico
(32).

Antes de aplicar un nuevo protocolo de Terapia Génica en humanos, sean éstos voluntarios
sanos 0 pacientes, es preciso contar con datos de eficacia del posible tratamiento en un
modelo animal que reproduzca lo més fielmente posible la enfermedad. A continuacién se
describen dos ejemplos de como hacer el abordaje en animales para la hepatitis B y el
carcinoma hepatocelular.

Tratamiento de la hepatitis B en el modelo de la marmota

La marmota constituye el mejor modelo animal disponible para la hepatitis B. Ambos virus
(el de la marmota y el humano) pertenecen a la misma familia de los Hepadnavirus, y
comparten estructura genémica y ciclo biolégico. De hecho, la infeccién por el virus de la
hepatitis B de la marmota produce en ésta una enfermedad similar a la del virus B en el
hombre, con el desarrollo de hepatitis crénica y a largo plazo hepatocarcinoma (33).



En este ejemplo, el tratamiento se enmarca en el campo de la inmunoterapia génica y esta
basado en la administracién de un adenovirus de alta capacidad (adenovirus “gutless”) que
porta los genes que codifican las dos cadenas de la interleuquina 12 (IL12) de la marmota.
Las caracteristicas del vector son las siguientes (Figura 5):

- Uso de un adenovirus de alta capacidad, que ha sido vaciado de los genes propios del
adenovirus, por lo que no es inmunogénico y permite la expresioén del gen terapéutico a
largo plazo.

- Utilizacién de un promotor regulable, inducible por mifepristona (RU486), que permite
controlar la expresion de la IL12 y estimularla solamente cuando se administra este
farmaco. La administracion repetida del mismo puede conseguir que los niveles de I1L12
sean estables. La ventaja es que si se retira la RU486 cesa la produccién de IL12 y se
evitan, por tanto, posibles efectos secundarios a largo plazo.
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Figura 5. Esquema del adenovirus de alta capacidad con promotor regulable y los
genes de la interleuquina 12. Representacion del sistema de induccién de la
expresion de IL12 por RU486.

El uso de IL12 como gen terapéutico tiene que ver con su capacidad de inducir una potente
respuesta inmunitaria celular, respuesta que esta ausente en pacientes con infeccion crénica
por el virus B.

En el estudio, se administraron por via intrahepéatica 10%° particulas infecciosas del
adenovirus HC-Ad-RU-IL12 y 11 dias después, se llevd a cabo la induccion de la expresion
de IL12 mediante la administraron de 12 dosis de RU (500 ug/kg), en intervalos de 3 dias.
En los animales se midid la viremia y se analizé el efecto en el higado mediante biopsia
hepética.

En el analisis preliminar, se observé que el nivel de expresién de IL12 obtenido variaba
entre animales, probablemente en relacion con un distinto nivel de transduccién inicial
(pendiente de evaluar), mientras que el efecto terapéutico observado (disminucion
significativa de los niveles de viremia) estaba relacionado con los niveles de viremia basal,



consiguiéndose importantes reducciones de viremia en aquellos casos en que la viremia
previa estaba por debajo de 10'° genomas virales/mL (datos no publicados).

Tratamiento del carcinoma hepatocelular mediante inmunoterapia con la expresion regulada
deIL12

La misma estrategia previamente descrita para el tratamiento de la hepatitis B de la
marmota, se ha empleado en un modelo murino de metastasis hepaticas de cancer de
colon, utilizando un vector similar al descrito anteriormente, un adenovirus de alta
capacidad que expresa IL12 murina bajo el control de un promotor inducible mediante
RU486 (34).

Los estudios de induccién de la expresion de IL12 demostraron que la inyeccion de RU486
cada 24 horas era capaz de inducir niveles estables de IL12 en suero, incluso 14 semanas
después de la inyeccion del vector (Figura 6). Este tratamiento es capaz de permitir la
supervivencia de los animales, de forma dosis dependiente, con respecto a la dosis de
adenovirus (Figura 7).
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Figura 6. Resultados de la induccién de la expresiéon de IL12 en ratas
transducidas con un adenovirus de alta capacidad y promotor regulable
controlado por RU486.

Experiencia clinica en ensayos de Terapia Génica

El grupo de Terapia Génica de JesUs Prieto de la Clinica Universitaria de Navarra y de la
Universidad de Navarra, ha llevado a cabo en los ultimos 5 afios cuatro ensayos clinicos en
los que se han empleado dos vectores adenovirales recombinantes defectivos de primera
generacion:

- Un adenovirus recombinante defectivo que expresaba el gen de la timidina quinasa del
virus Herpes simplex y un gen suicida que elimina las células tumorales cuando éstas
captan ganciclovir que se convierte en ganciclovir trifosfato. Este vector se empled en
dos ensayos clinicos, uno dirigido al tratamiento de pacientes con carcinoma
hepatocelular y otro dirigido al tratamiento de pacientes con cancer de pancreas.

- Un adenovirus recombinante defectivo que expresaba los genes de las dos cadenas de
la IL12 y que se utilizd en un ensayo de tratamiento in vivo de tumores
gastrointestinales (administracion intratumoral en tumores primarios de higado,



pancreas y metastasis hepaticas de cancer de colon) y en otro de tratamiento ex vivo de
tumores gastrointestinales mediante la modificacion in vitro de células dendriticas del
paciente y su posterior reperfusion intrahepatica.
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Figura 7. Resultados de supervivencia en animales con metéastasis hepaticas
de cancer de colon, tratados mediante la administracion sistémica de un
adenovirus de alta capacidad y promotor regulable por RU486.

El resultado de estos ensayos ha sido muy satisfactorio, dado que se observaron en algun
caso respuestas antitumorales parciales; ademas, el procedimiento fue muy seguro y no se
produjeron efectos secundarios de importancia (35,36). Ademas, se consiguié demostrar
mediante tomografia de emisiéon de positrones (PET), por primera vez en pacientes, que la
inyeccion intratumoral de un adenovirus es capaz de infectar el tumor y dar lugar a la
expresion del gen terapéutico (37).
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CAPITULO 9
Anemia de Fanconi. Su tratamiento por la transferencia de
genes

Maria Sagaseta, Teresa Molins, Silvia Souto y Javier Molina

La Terapia Génica consiste en la introduccién de acidos nucleicos en un tejido para

prevenir, inhibir o revertir un proceso patolégico, es decir, con fines terapéuticos. En la
Terapia Génica somatica las modificaciones se realizan en células somaticas que quedan
confinadas al paciente mientras que en la Terapia Génica de linea germinal las
modificaciones se introducen en células que dan lugar a gametos y por lo tanto pasan a las
siguientes generaciones. La modificacion en linea germinal no se admite por ley.

En capitulos anteriores ya se han explicado detalladamente los mecanismos de transferencia
génica tanto ex vivo como in vivo, los distintos vectores y los distintos tipos de células diana
que muy bien se pueden aplicar y de hecho se aplican en los protocolos de Terapia Génica
que se estan ensayando para la Anemia de Fanconi.

Anemia de Fanconi

La Anemia de Fanconi (AF) es una grave enfermedad que fue descrita en el afio 1927 por
Guido Fanconi, pediatra suizo (Figura 1) (1). La AF es un sindrome hereditario que
predispone al cancer y es causado por mutaciones en la via de reparacion del DNA
incluyendo al menos 12 genes: Fanca, Fancb, Fancc, Brca2/Fancdl, Fancd2, Fance, Fancf,
Fancg, Brip1/Bachl/Fancj, Fancl, Fancm y Fanci, todos ellos clonados excepto el Fanci (2).
Esta variabilidad en mutaciones se ha determinado por ensayos de complementacién dando
lugar a los llamados “Grupos de Complementacion” que son 12. La distribucién de estos
grupos varia con relacién a las circunstancias geograficas y demograficas. Asi en Espafia su
distribucion se muestra en la Figura 2. El curso clinico de la enfermedad esta caracterizado
por un progresivo fallo medular que compromete la vida y que predispone en alta incidencia
a leucemia mieloide aguda y a tumores sélidos.

Figura 1. Guido Fanconi (1892-1979).

Las manifestaciones clinicas son muy heterogéneas pudiendo presentar anomalias
esqueléticas muy diversas al nacimiento y malformaciones o anomalias en practicamente
cualquier 6rgano. El diagndstico se realiza confirmando la fragilidad cromosémica en
linfocitos del paciente tratandolos con agentes quimicos tales como el diepoxibuteno (DEB)
o la mitomicina C (MMC), que producen entrecruzamientos entre las cadenas del DNA. En



estas condiciones los linfocitos de estos pacientes se rompen mientras que los cromosomas
de células normales son mas estables. Si la sospecha es alta y la fragilidad cromosémica no
puede confirmarse con esta técnica puede resultar conveniente realizar pruebas
complementarias sobre fibroblastos en piel. La esperanza de vida queda reducida a 20 afios
en los pacientes con la enfermedad severa y normalmente no mas de cinco décadas a
aquellos pacientes con enfermedad moderada. El 80% de los pacientes ha desarrollado un
fallo medular antes de los 40 afios, el 15% una leucemia no linfoblastica aguda y el 10 %
un tumor sélido. La Unica opcidon de tratamiento en este momento es el transplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos a ser posible en el caso de la AF a partir de un
hermano HLA-compatible ya que los transplantes de donantes no relacionados no han dado
buenos resultados. En este momento la Terapia Génica es un reto y es donde estan puestas
todas las esperanzas del tratamiento de esta enfermedad.

4F-1 v otros grupos de baja frecuencia; 558%

&F-D1: 1,2%

AF-D2: 3,5%
AF-G; 2,3%

AF-A: Y, 2%

Figura 2. Distribucion en Espafia de los “Grupos de Complementacion” para la
Anemia de Fanconi.

La AF es una rara afectacidon hereditaria, autosdbmica recesiva caracterizada por anomalias
en el desarrollo, fallo de la médula ésea y predisposiciéon a enfermedades malignas sobre
todo leucemia no linfoblastica aguda. Algunos enfermos tienen defectos fisicos
habitualmente referidos al sistema esquelético y nefrolégico. EI mayor problema es la
anemia aplésica. Aunque el transplante de progenitores hematopoyéticos es la terapéutica
de eleccion, solo una minoria tiene un hermano histocompatible como donante. Unos pocos
casos se han curado con transplante de médula 6sea de donante no emparentado pero los
riesgos son muy altos. La mortalidad relacionada con el transplante alogénico de hermano
puede llegar al 25-30% y esta relacion aumenta con los donantes no relacionados. Otros
tratamientos incluyen hormonas masculinas, corticosteroides y factores de crecimiento
hematopoyético que incrementan las cifras de células sanguineas, pero de forma temporal
por lo que no son eficaces a largo plazo.

Terapia Génica aplicada al tratamiento de la Anemia de Fanconi

En AF se ha descrito una Terapia Génica natural que ha logrado reversiones a mosaicismos
porgue no es de extrafiar que, tedricamente, una sola célula hematopoyética pueda revertir
el fenotipo hematopoyético de la AF (3). La reversidon somética observada en un 25% de
pacientes con Anemia de Fanconi queda evidenciada por un mosaicismo espontaneo que se
manifiesta por la presencia de dos subpoblaciones de linfocitos, una hipersensible a los
agentes de entrecruzamiento de DNA, como la MMC, y otra con normalidad de respuesta



ante dichos agentes (4). Las bases moleculares para esta reversion fenotipica no han sido
determinadas. En estos pacientes los sintomas hematoldgicos eran moderados a pesar de la
edad entre 9 y 30 afios. Esto tiene implicaciones muy importantes respecto a la biologia de
las células hematopoyéticas humanas y las perspectivas de Terapia Génica en AF. En 2006,
Mankad y colaboradores describen dos casos de Terapia Génica natural en dos gemelas
afectas de AF (5). En un primer momento fueron diagnosticadas de Sindrome tipo-Fanconi
porque aunque cumplian muchos requisitos de la AF no presentaban alteraciones
hematolégicas y los linfocitos de sangre periférica no tenian respuesta andmala a los
agentes de entrecruzamiento del DNA. Pertenecian al grupo de complementacion AF-A. La
severidad de los hallazgos no hematoldgicos y los estudios de expresion de los alelos
mutantes in vitro, demostraron la esperada pérdida de funcién del gen Fanca. El hallazgo de
una hematopoyesis normal era debido a una mutacién adquirida compensatoria en células
hematopoyéticas. Ambas gemelas presentaban el mismo cambio en una Unica base en el
DNA linfoide, mieloide y eritroide. No se encontraron alteraciones adicionales especificas del
DNA sanguineo. La repoblacién por células maternas heterocigotas fue descartada. Estas
observaciones podian explicarse de dos maneras. Primero, la reversiéon pudo ocurrir
independientemente en ambas gemelas en una edad temprana tras una situacion de fuerte
estrés selectivo a nivel de las células madre que se tradujo en una normalidad de la
hematopoyesis durante mas de 28 afios. La segunda y mas probable explicaciéon, es que la
reversion ocurrié de forma prenatal en una Unica célula madre hematopoyética dando lugar
a un injerto en ambas pacientes a través de la via de circulacion compartida conocida que
existe entre gemelos monocigotos. La presencia de multiples reversiones independientes
rara vez se ha visto en otros casos de mosaicismo. Ademas, la normalizacion
hematopoyética espontanea durante mas de dos décadas tampoco ha sido descrita. No
parece muy probable que la reversién ocurra en el compartimento de células madres
multiples veces de manera independiente en distintas células del mismo paciente.
Independientemente del mecanismo de reversion estd claro que muy pocas células
revertidas son responsables de la hematopoyesis durante periodos muy prolongados de
tiempo. En cuanto al potencial para la Terapia Génica, este caso de Terapia Génica natural
sugiere que las células genéticamente corregidas pueden prevenir y corregir las anomalias
hematolégicas caracteristicas de esta enfermedad.

Aqui las células hematopoyéticas funcionalmente normales fueron seleccionadas
espontaneamente sin estrés externo mielo-ablativo. Ademas la correccion de unas muy
pocas células, repueblan a largo plazo y pueden ser suficientes para tener efecto terapéutico
al cabo del tiempo. Este tiempo necesario para la seleccién natural in vivo de células madre
hematopoyéticas no se conoce. Puede ser un proceso lento que necesite afios. Sin embargo,
si se ha comunicado una seleccidon lenta, no mielo-ablativa de células corregidas en Terapia
Génica en ratones Fancc que podria utilizarse para acelerar este proceso y evitar el posible
inicio de fallo medular y la aparicion de alteraciones en el cariotipo, presagio de una
transformacion maligna. Ademdas, una vez establecido el fallo hematopoyético es muy
complicada la repoblacion de una médula de AF.

En modelos murinos y células humanas in vitro la Terapia Génica corrige el fenotipo celular
de la AF sugiriendo que esta enfermedad es una candidata idonea para ser tratada con
transferencia génica ex vivo (6,7). En primer lugar, este sindrome tiene un prondstico muy
sombrio cuya Unica terapéutica disponible es el transplante alogénico de médula 6sea con
su inherente morbi-mortalidad. En segundo lugar, las células corregidas deben de tener una
ventaja selectiva sobre las células defectuosas tal y como queda sugerido por la alta
incidencia de mosaicismo en pacientes. En tercer lugar, la deficiencia en la via de reparaciéon
del DNA en estos pacientes esta especificamente referida al compartimento de las células
madre hematopoyéticas. La correccion genética de los progenitores humanos de AF ha
resultado ser un desafio importante. Sin embargo las caracteristicas especificas de la
enfermedad hacen que la aplicacion de los vectores virales presente mucha dificultad
técnica. Actualmente, existen multiples ensayos en marcha para desarrollar una estrategia
terapéutica eficaz para el tratamiento de esta enfermedad incluidos ensayos en Fase | (8).



Hasta la fecha se han identificado 12 genes que dan lugar a 12 grupos de complementacion
diferentes (2). Esto quiere decir que nos encontramos con, al menos, 12 enfermedades
distintas aunque con sintomas y consecuencias parecidas. El disefio de la Terapia Génica
debe ser individualizado para cada defecto genético por lo que se habla de 12 disefios
diferentes. Todo ello habla de la complejidad de este tratamiento y justifica los lentos
avances que tienen lugar. La progresiva clonacion de los genes de la AF esta facilitando el
desarrollo de modelos experimentales de AF basados en la disrupcion dirigida de estos
genes. Hasta el momento los ensayos clinicos basados en vectores oncorretrovirales han
resultado muy descorazonadores. La principal razén para esto parece ser la fragilidad de los
progenitores humanos hematopoyéticos en AF, su incapacidad para el crecimiento eficiente
in vitro y su resistencia a la transduccién retroviral. Los multiples protocolos para
tratamiento ex vivo de progenitores hematopoyéticos con estimulo de citoquinas y la
mejoria de la eficacia de los vectores retrovirales, con algunos resultados excelentes en
ratones, han fracasado en humanos. Otra de las causas del fracaso de esta terapia es el
escaso numero de células diana disponible en médula ésea para llevar a cabo este
tratamiento (9).

Las células de la Anemia de Fanconi son hipersensibles a agentes de entrecruzamiento del
DNA como la MMC y el DEB que causan inestabilidad molecular y a la postre muerte celular.
También son células con una muy deficiente capacidad de expansiéon al ser estimuladas con
factores de crecimiento, con un aumento en el niumero de células apoptoéticas y deficiencia
en la diferenciacion de las células.

Los primeros estudios sobre Terapia Génica en AF comenzaron a principios de los afios 90.
Walsh y colaboradores demostraron que un vector adenoasociado recombinante (rAAV)
puede transferir una copia funcional del gen normal Fancc a linfoblastos y células
progenitoras hematopoyéticas CD34" corrigiendo el defecto fenotipico de estas células (10).
Esta correccién se determiné por la resistencia de las células a la muerte inducida con la
MMC y la menor susceptibilidad de rotura cromosémica en la linea celular linfoide. Las lineas
celulares corregidas presentaban dos mutaciones conocidas distintas del gen Fancc que
daban lugar a la misma enfermedad fenotipica. Utilizando analisis por reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) el nivel de expresion del gen Fancc era equivalente al del gen
endégeno. Los linfoblastos transducidos mantenian el fenotipo corregido en las células
subsiguientes confirmando una integracién proviral estable. También demostraron Ila
transduccion del rAAV de las células primarias hematopoyéticas tanto en estudios
funcionales como moleculares. Los progenitores hematopoyéticos CD34" seleccionados y
transducidos demostraron un incremento en la formacién de colonias tanto en presencia
como en ausencia de MMC. La primera publicacibn de transduccidon génica en células
hematopoyéticas de ratdon con un rAAV mostraba una eficacia de transduccidon de soélo el
1,5% porque estos vectores estaban contaminados con viriones salvajes tipo AAV que
disminuian mucho la eficacia (11). Se ha conseguido generar vectores capaces de transferir
genes al 60-70% de las células infectadas. La forma de cuantificar el gen Facc transducido
por rAAV en linfocitos humanos y células progenitoras hematopoyéticas CD34" es utilizando
PCR cualitativa puesto que sdlo con la cuantificacion del DNA en médula 6sea se puede
falsear el resultado al detectar también los genes en vectores no integrados. In vitro los
intentos de cultivo de médula 6ésea muestran constantemente la reduccion o ausencia de
unidades formadoras de colonias de células hematopoyéticas. Estos pacientes también
presentan alteraciones en el estroma de la médula 6sea. Sin embargo los fibroblastos,
células mayoritarias del estroma, de los pacientes con AF parecen expresar apropiadamente
los factores de crecimiento hematopoyético demostrando que la AF es un defecto de una
sola célula progenitora hematopoyética primitiva que presenta como caracteristica su
hipersensibilidad a la MMC, circunstancia que se aprovecha para demostrar que los
linfoblastos AF-C transducidos con rAAV expresan el gen Fancc y muestran resistencia y
crecimiento en presencia de MMC. Esto induce una auto-seleccion de células que expresan
este gen ante concentraciones tan pequefias de MMC como de 1nM, dosis que no afecta al
crecimiento de CD34" en individuos normales, reflejando el rescate genético de las células
CD34" tras la transduccién con rAAV/Fancc. Por el contrario, la hematopoyesis es inhibida



cuando el gen Fancc es reprimido utilizando oligonucleétidos que lo inactivan (12) por lo que
la conclusidon es que el gen Fancc, ademas de intervenir en la fragilidad del DNA, influye en
la eficacia de la hematopoyesis. La funcidn biolégica exacta del gen no se conoce. Hipétesis
actuales sugieren que el defecto afecta a la reparacion del DNA. Ademéas de la
susceptibilidad a la fragilidad del DNA estos pacientes presentan una reparacion aberrante
tanto espontanea como inducida quimicamente dando lugar a aberraciones cromosomicas.
También en este trabajo se demuestra que los linfoblastos transducidos con el gen Fancc
son resistentes a la inestabilidad cromosdmica. Las células de AF se encuentran claramente
retrasadas durante la Fase G2 del ciclo celular. Los linfoblastos transducidos muestran una
normalizaciéon de la cinética en este sentido.

En otro trabajo, Walsh y colaboradores demuestran la correccién funcional con éxito de
cuatro lineas celulares de AF-C con cuatro mutaciones diferentes que incluyen errores de
empalme y en codones de parada en el gen Fancc, utilizando vectores retrovirales que
portan el gen normal Fancc (13,14). Estas mutaciones se han identificado aproximadamente
en un 15% de los pacientes con AF. Estos resultados pueden tener implicaciones en el
diagndstico, fisiopatologia y tratamiento del grupo C de AF. En primer lugar, los retrovirus
pueden utilizarse para diagnosticar el grupo de complementaciéon de la AF observando que
las células CD34" de un paciente, cultivadas con el retrovirus portador del gen Fancc,
aumentaban la resistencia a la fragilidad inducida por la MMC. Al igual que ocurria en la
linea celular linfoide, las células CD34" enriquecidas eran extremadamente sensibles a la
MMC. El vector Fancc es capaz de una reconstitucién en células hematopoyéticas. Si se
transduce en células progenitoras CD34" aumenta la formacién de colonias tanto en
ausencia como en presencia de MMC a dosis superiores a 5nM, mientras que las células
controles eran destruidas integramente a 1 nM. En este trabajo queda demostrado que los
vectores retrovirales son capaces de transducir el gen normal Fancc a las células de la linea
linfoide y a las células progenitoras hematopoyéticas y que la introduccién del vector en
células CD34" aumenta marcadamente su crecimiento tanto en ausencia como en presencia
de MMC. Estas células madre de AF asi transducidas presentan una ventaja selectiva de
crecimiento cuando son transplantadas in vivo a una médula 6sea hipoplasica de AF.

En 1997, Liu y colaboradores publican el primer protocolo clinico disefiado para determinar
si los progenitores hematopoyéticos transducidos con el gen Fancc normal pueden
reinfundirse con garantias en pacientes con AF-C (14). Las células CD34 obtenidas de
sangre periférica, tras movilizacién con G-CSF, se transducian ex vivo durante una semana
con el vector retroviral Fancc. Estas células transducidas se reinfundian en los pacientes AF-
C. Los pacientes deben ser monitorizados tanto para detectar problemas de toxicidad como
para evidenciar el éxito de la transferencia génica y su expresion. El proceso se repetia un
total de cuatro veces con cada tratamiento, cada 2-4 meses. Tedricamente estas células
madre "rescatadas" deberian tener un crecimiento destacado en el ambiente hipoplasico de
la médula 6sea de la AF. El objetivo principal de este estudio fue investigar la seguridad de
la técnica, determinar si es posible transferir el gen de la AF satisfactoriamente y
determinar la extension del injerto tras el transplante autélogo de células progenitoras
hematopoyéticas transducidas a pacientes afectos de AF sin previa mielo-ablaciéon. El
objetivo secundario fue investigar si la transferencia de un gen normal Fancc en pacientes
portadores de alelos Fancc defectuosos, era capaz de revertir el fenotipo celular y mejorar la
funcién hematopoyética.

En 1999 publican los resultados de la aplicacion de este tratamiento en cuatro pacientes AF-
C (15). Las mutaciones en el gen Fancc suponen un 10-15% de todos los casos y la
transduccion de un gen normal en células mutadas corrige la hipersensibilidad a la MMC y
mejora su viabilidad in vitro. Cuatro pacientes AF-C (pac.l, pac.2, pac.3 y pac.4) que
representaban los tres subgrupos de mutacion de Fancc mas importantes participaron en
este ensayo clinico de transduccidon génica cuyo objetivo era la correccion del defecto
hematopoyético. Tres de esos pacientes (pac.l, pac.2 y pac.3) recibieron tres o cuatro
ciclos de transferencia génica, consistiendo cada uno de ellos en una o dos infusiones de
células progenitoras hematopoyéticas autdlogas que habian sido transducidas ex vivo con



un vector retroviral portador del gen normal Fancc. Antes de la infusién, el transgén Fancc
fue detectado en células progenitoras CD34 enriquecidas. Tras la infusiébn también Fancc
estaba presente transitoriamente en células de médula 6sea y sangre periférica. La funcién
del transgén normal Fancc se sugiri6 por un incremento importante en las colonias
hematopoyéticas cuantificadas en cultivos in vitro, incluyendo el crecimiento de colonias en
presencia de MMC, tras sucesivos ciclos de Terapia Génica en todos los pacientes. Se
comprobd una mejoria transitoria en la celularidad de la médula ésea coincidiendo con la
expansion de progenitores hematopoyéticos. El cuarto paciente (pac.4), recibié una Unica
infusion de CD34" enriquecidas y transducidas con el gen Fancc. Esta infusion fue seguida
de radioterapia para una enfermedad maligna concurrente. Sdlo tras la recuperacion de la
aplasia inducida por la radiacibn se detectaron transgenes Fancc sugiriendo que este
tratamiento habia actuado como un acondicionamiento eficaz para el injerto. En este
ensayo, hasta la fecha, no se habia observado una correcciéon en las células madre, sin
embargo la infusién de las células progenitoras hematopoyéticas autdlogas transducidas si
indujeron un importante incremento en la celularidad de la médula 6sea y en el nUmero de
células progenitoras hematopoyéticas medidas por métodos clonogénicos. Estos resultados
se observaron en los tres primeros pacientes independientemente de su variabilidad
genotipica y fenotipica. Tras la transduccibn con Fancc aumentaba el numero de
progenitores inductores de formacion de colonias por lo que se podia atribuir esta mejoria a
la funcién del transgén y no uUnicamente a la infusiobn de progenitores cultivados vy
movilizados. Comparando las tasas de transferencia génica entre células mononucleares de
médula 6sea, células B, células T y granulocitos del paciente 1, el porcentaje de células
positivas en médula 6sea, menor del 0,1%, no era mayor que en sangre periférica. En los
pacientes 1 y 4, se comprobd la transduccion en células T y B. En el paciente 2, en el cual la
transferencia génica se detectdé de forma transitoria en células mononucleares de sangre
periférica, parecia que la transduccidon tuvo lugar en células progenitoras de corta vida
dando lugar a células mieloides pero no linfoides. El paciente 2 también tuvo escasa
evidencia de correccion hematopoyética. La transferencia génica Fancc persistente debe de
tener lugar en células progenitoras multipotenciales para obtener resultados clinicamente
significativos. En el caso del 4° paciente si parece que pudo transducirse una célula
multipotencial de vida larga ya que la evidencia se ha obtenido al afio de una unica infusion.
Sélo estudios posteriores confirmaran que la célula transducida fue una verdadera célula
madre. También queda casi demostrado que el crecimiento selectivo y/o injerto de las
células transducidas con Fancc puede haberse favorecido por un acondicionamiento toxico
para la produccion de células sanguineas.

Debido a que los protocolos basados en la estimulacién ex vivo con citoquinas para la
expansion de células madre hematopoyéticas no son aplicables por el momento en la
Terapia Génica para la AF humana, Galimi y colaboradores investigan sobre la eficacia de
los vectores derivados de lentivirus sobre progenitores completamente inactivos, no en fase
de replicacion celular, procedente de ratones con AF desnudos, Fanca” y Fancc”” y en
ausencia de tratamiento ex vivo con citoquinas (16). Para explorar el potencial de estos
vectores fue disefiada una tercera generacion de vectores lentivirales inactivos derivados de
HIV, portadores de los genes Fancc y Fanca, y bajo el control del citomegalovirus. La
actividad biologica de las proteinas codificadas por el lenti-Fanca y lenti-Fancc fue
determinada por su capacidad para revertir el fenotipo de las células linfoides humanas de
pacientes con AF. Estas células presentaban las caracteristicas habituales de esta
enfermedad con detencién del crecimiento, anomalias cromosémicas y muerte celular al
cultivarse con agentes de entrecruzamiento. Las lineas celulares transducidas con los
apropiados lenti-AF mostraron una normalizacidon del crecimiento respecto a la poblacion
control. Los vectores lentivirales también revirtieron las anomalias del ciclo celular en
presencia de MMC. Investigando la capacidad de revertir las alteraciones genéticas de las
células precursoras formadoras de colonias se obtuvieron células mononucleares de la
médula 6sea de los ratones y fueron transducidas con lenti-Fanca o lenti-Fancc y cultivadas
con MMC comprobando la correccién genética que daba lugar a un aumento significativo de
los precursores de formadores de colonias. Para demostrar esta correccidn genética en las
células precursoras hematopoyéticas procedieron a transplantarlas in vivo para comprobar



su injerto en estos ratones Fanca™”” y Fancc”". Una semana después se administré una dosis
Unica de ciclofosfamida (40mg/kg) para seleccionar in vivo las células corregidas. El nimero
de células con la sefial proviral fue aumentando progresivamente a lo largo de todo el
experimento y fueron cuantificadas por PCR y “western blot” tras un primer y segundo
transplante. Ello demostré un injerto a largo plazo de los progenitores hematopoyéticos
seleccionados con ciclofosfamida y transducidos con vectores lentivirales. La correccion
hematolégica de los ratones transplantados fue total con una simple exposicion de las
células mononucleares de la médula 6sea, sin estimular, al vector lentiviral. Este estudio
apoya la investigacion de vectores lentivirales para la Terapia Génica humana de la AF.

Rio y colaboradores de la Red Nacional de Investigacion de Anemia de Fanconi en Espaiia,
describen, en 2002, por vez primera, una correccién genética en ratones Fanca”” después
de la transduccién con vectores retrovirales con el gen humano Fanca (17) (Figura 3).
Teniendo en cuenta que la AF constituye la primera causa de fallo medular y dado que las
mutaciones en el gen Fanca suponen el 60-70% de todas las AF, los modelos con ratones
desnudos Fanca son una valiosa herramienta para la investigacion de enfermedades
hematopoyéticas de origen genético. Estos animales no reproducen la pancitopenia o la
tendencia a desarrollar leucemias como en la AF humana pero si la hipersensibilidad a
agentes de entrecruzamiento de DNA (18), y en ocasiones so6lo tras la exposicién a dichos
agentes puede ponerse de manifiesto la AF. Estos progenitores Fanca’~ muestran una
alteracion del crecimiento después del estimulo in vitro tanto del compartimiento de células
madre hematopoyéticas como de células purificadas Lin"Sca™, células LS, que son las que se
utilizan en este estudio. También en este trabajo se sugiere que el defecto es intrinseco a la
célula hematopoyética y no al estroma de la médula 6sea. Hasta este momento la evidencia
de la alteracion del crecimiento de progenitores de médula 6sea se habia descrito sélo en
modelo de ratones Fancc tanto después del estimulo con factores de crecimiento como en
ensayos de repoblacién in vivo a largo plazo (19). Queda demostrado que el alcance del
fenotipo de crecimiento de la médula ésea afecta a otros grupos de complementaciéon y
ofrece un modelo Unico capaz de reproducir este defecto del crecimiento en progenitores
celulares de AF. A diferencia de lo que ocurre en células normales de médula désea, la
respuesta de la médula de Fanca” a la estimulacién in vitro se caracteriza por una
acelerada deplecion de progenitores formadores de colonias granulomonociticas, por una
evidente alteracidon en la diferenciacion de granulocitos y macréfagos y por una marcada
susceptibilidad para entrar en apoptosis. Todo esto confirma lo observado hasta este
momento en cuanto a la predisposicion de las células de AF a la apoptosis. En lo referente a
la Terapia Génica, en este trabajo de Rio y colaboradores, se insiste particularmente en la
creacion de un disefio de ensayo clinico con especial cuidado en la estimulacion
farmacoldgica in vivo de las células madre hematopoyéticas. Aunque, generalmente, se
utiliza el 5-fluoro-uracilo para promover la proliferaciéon de células madre en ratones, en
este experimento se obtuvieron primero de médula sin estimular, células madre
hematopoyéticas y células purificadas Lin"Sca™ y fueron estimuladas muy discretamente con
IL-11 y factor de células madre, demostrando que esta estimulacion es compatible con el
mantenimiento de la capacidad de repoblacién de la médula 6sea y la permanencia de la
transduccién. Una conclusion de estos estudios fue demostrar una transduccion eficiente de
células purificadas de ratones Fanca’~ comparable a los ratones salvajes Fanca™*. Una
segunda observacion fue comprobar la capacidad de los vectores retrovirales con el gen
humano Fanca de revertir la sensibilidad a la MMC de las células de AF. Finalmente se
confirma la normalizacién del crecimiento de las células Fanca” in vitro tras la transduccién
con el gen humano Fanca, asi como la ventaja de estas células para proliferar en el
individuo receptor del transplante.

Este mismo grupo de investigaciéon publica, en 2006, un trabajo donde se demuestra que la
pre-estimulaciéon de la médula 6sea no es necesaria cuando se pretende corregir el fenotipo
de células progenitoras de AF con vectores retrovirales (20) (Figura 4). Observaron que el
porcentaje de células CD34" en médula 6sea de los pacientes con AF era del 0,4%,
equivalente al 25% de los valores observados en la poblacién sana. El nimero medio de
unidades formadoras de colonias era del 10% de los valores normales. Debido al bajo



namero de células progenitoras los precursores deberian presentarse en un estadio
proliferativo activo para ser transducidos por vectores gamma-retrovirales. Para minimizar
la pérdida de las células madre durante el proceso de seleccién se utilizaron células
mononucleares como células diana para vectores que portan el gen de la proteina verde
fluorescente (EGFP). Fueron transducidas después de un periodo de incubacién muy corto
con relacion al utilizado en otros protocolos. Al cuantificar el nimero de progenitores y el
porcentaje de colonias EGFP™, se observé que con una sencilla manipulacion de la médula
6sea in vitro de 24 horas se lograba transducir hasta el 43% de los progenitores de
pacientes de AF-A. Posteriormente, se investigé la hipersensibilidad de los progenitores de
AF-A a la MMC mejorando sustancialmente la supervivencia de los progenitores. Este
protocolo parece mas eficaz y seguro respecto a otros protocolos estandar de Terapia
Génica.
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Figura 3. Correccién genética en ratones Fanca’ después de la
transduccién con vectores retrovirales con el gen humano Fanca (17).

En esta misma linea Cohen-Haguenauer y colaboradores demuestran que la supervivencia
de las células de la médula 6sea de pacientes con AF puede ser mejorada utilizando
condiciones especificas de cultivo que limiten el estrés oxidativo (21). Por un lado, se
centran en controlar la fragilidad celular y la muerte temprana y por otro en mejorar la
transferencia génica teniendo en cuenta la biologia de las células diana. Ademas, para
minimizar la manipulaciéon innecesaria que puede causar un dafio celular adicional se
utilizaron células de médula 6sea completa. Por razones éticas relacionadas con la
naturaleza especifica de la enfermedad y la escasez de material celular de cada paciente, los
experimentos se realizaron con un pequefio niumero de células. Se compararon diferentes
condiciones de cultivos celulares en muestras procedentes de 9 pacientes afectos de AF-A.
Se cultivaron en condiciones de hipoxia y fueron ensayadas en paralelo en presencia de tres
agentes antioxidantes diferentes. S6lo se encontraron efectos positivos, estadisticamente
significativos, en cuanto a la viabilidad celular y la supervivencia, en aquellas células
cultivadas con N-acetilcisteina (NAC). Mayor aun fue el aumento de unidades formadoras de
colonias. En estas condiciones de cultivo, las células de médula 6sea se podian mantener
mas tiempo, el suficiente como para estudiar las condiciones dptimas para la transferencia
génica. Se disefi6 después un vector retroviral portador del gen Fanca. La primera
demostraciéon de la correccidn génica fue en fibroblastos de AF que resistieron, a diferencia
de los no transducidos, tanto a la exposicién prolongada como a las altas dosis de MMC, no
apareciendo las roturas cromosoOmicas tipicas de estas células. Finalmente, pudo
cuantificarse la cantidad de proteina Fanca en las células transducidas por medio de
anticuerpos. Posteriormente, se demostrd, en células primitivas de médula 6sea, que en
condiciones de hipoxia y en presencia de NAC las células transducidas con el retrovirus eran
capaces de desarrollarse hasta un estroma medular normal puesto que al utilizar médula
6sea completa las células del estroma y mesenquimales corregidas genéticamente proveian



de un soporte natural para el crecimiento de las células madre hematopoyéticas, y
mantenian su desarrollo tras ser expuestas a condiciones normales de oxigeno.
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Figura 4. Correccion del fenotipo de células progenitoras de médula 6sea
de Anemia de Fanconi sin previa pre-estimulacion in vitro (20).

Otro interesante descubrimiento fue la recuperacion funcional tardia de la resistencia de la
membrana celular y del diametro celular. Hasta este momento, en estudios anteriores, se
habia sugerido un estado anormal de oxidacién-reduccién en estas células causantes de la
fragilidad de membrana de las células de AF. Demostraron que la normalizacién de la
fragilidad de membrana no se produce antes de los dos meses después de la transduccion.
La capacidad para soportar el estrés oxidativo se recupera de forma tardia, incluso cuando
el DNA ya esta replicandose. Otros experimentos en ratones desnudos Fanca” y Fancc™”
han demostrado una eficaz transferencia génica utilizando vectores y normalizando la
hematopoyesis en estos ratones bajo condiciones habituales pero disminuyendo en
condiciones de estrés (16).

Todos los experimentos realizados hasta ahora con células primitivas de pacientes con AF
han presentado el problema de la limitacion en el niUmero de células para la investigacion.
Con este protocolo se demuestra que las células de médula de los pacientes Fanca pueden
ser estimuladas para su crecimiento con escasa manipulacion, en condiciones antioxidantes,
con soporte de estroma autélogo y con régimen minimo de citoquinas. Aun asi, el reto
clinico permanece porque se necesita un numero suficiente de células primitivas del
paciente para ser eficazmente transducidas y lograr una cierta capacidad potencial
hematopoyética para reconstituir una médula 6sea humana y mantener una adecuada
produccion, cuantitativa y cualitativa, de células sanguineas periféricas. Hay una importante
evidencia de que este potencial varia mucho de unos individuos a otros.

Pero la idea fundamental es que se debe perseguir ante todo la seguridad de la
transferencia génica. Los futuros ensayos clinicos deberan utilizar los nuevos vectores que
actualmente se estan disefiando para lograr una mayor seguridad (22). Finalmente el éxito
clinico en la AF queda supeditado a aquellos pacientes de reciente diagnoéstico con escasa
repercusion clinica, a partir de los cuales se puede obtener un buen acervo de células madre
hematopoyéticas para intentar su correccién génica.
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CAPITULO 10
Terapia Génica y hemofilia. Menor expresion en favor de
una mayor seguridad

Antonio Liras

Las primeras descripciones de un defecto en la coagulacién sanguinea son muy antiguas y

asi, ya Hipoécrates (460 a.C.) sefialaba como causa el enfriamiento de la sangre fuera del
cuerpo y Maimoénides (siglo v d.C.), en las famosas Leyes del Talmud Babilénico, aconsejaba
no circuncidar a los tres primeros hijos en familias con antecedentes de sangrado. Pero, sin
embargo los grandes avances en el conocimiento de la hemofilia y de su tratamiento se
produjeron en la segunda mitad del siglo xx coincidiendo, en los afios 507, con el
nacimiento y desarrollo de las técnicas moleculares.

El siglo xviii fue fructifero en descripciones de este sindrome hemorragico. Pero la primera
descripcion médica moderna en que se apuntaba el caracter ligado al sexo, corresponde a
John Conrad Otto en 1803. El informe médico de Otto —aparecido en The Medical
Repository de Nueva York— era evidente: “Familia con cuatro hijos varones que sangraban
después de una herida trivial. Ninguna mujer de esta familia estaba afectada pero si lo
transmitian”. Esta descripcion junto al hallazgo, unos pocos afios antes por William Hunter,
de que el plasma era el responsable de la coagulacibn y no los glébulos rojos, y la
descripcion en 1890 por Kodnig de un signo clinico caracteristico en el paciente hemofilico
como es la afectacion en rodillas, que hasta entonces se confundia con artritis o
tuberculosis, abrieron una brecha importante en el camino de la historia de la hemofilia.

A finales del siglo xix esta enfermedad se conocia como “La Enfermedad Real” ya que afecté
a las Casas Reales de Inglaterra, Prusia, Espafia y Rusia (1). La patologia hizo su aparicién
en un hijo y tres nietos de la Reina Victoria de Gran Bretafia (1819-1901). Después, el gen
mutado se distribuyd entre las familias reales europeas durante el siglo xix y principios del
xXx influyendo en cierta manera, sobre todo en Espafia y Rusia, en los eventos histéricos.
Era en esos afios cuando el concepto sobre la etiologia de la hemofilia se centraba en su
caracter heredo-sifilitico, por lesiones celulares del endotelio, provocadas por una infeccion
sifilitica en los progenitores. Fueron, Patek y Taylor los que, en 1937, (2) establecieron la
razon causal de esta enfermedad: la deficiencia de la “globulina antihemofilica humana”,
que establecia un antes y un después en la historia de esta enfermedad (Tablas I y II).
Podemos afirmar que esta globulina era la primera “medicina” en potencia que introducida
en un paciente hemofilico podia aliviar su dolencia.

La hemofilia, el avance tecnolégico, y su tratamiento

Entre las enfermedades hereditarias descritas hasta ahora en la poblacion humana —que ya
son mas de 4000— se encuentra la hemofilia causada por la deficiencia de los factores de la
coagulacion sanguinea VIII o IX que intervienen en la cascada de activaciéon protedsica de la
coagulacion sanguinea (Figura 1) (3-5).

Son enfermedades ligadas al cromosoma X (Xq28 para Factor VIII y Xq27 para Factor 1X),
de rasgos recesivos con manifestaciones clinicas de riesgo hemorragico y dafio articular, y
que se transmiten por las mujeres y son padecidas por los varones. Se da la situacion de
portadora obligada, es decir, toda hija de hemofilico y mujer sana que es capaz de
transmitir la enfermedad sin padecerla. Esta deficiencia se debe a mutaciones —mutaciones
puntuales, deleciones, inserciones, inversiones y reorganizaciones— en los genes que
codifican estas proteinas (6-8). En la Figura 2 se muestra la transmision hereditaria de la
hemofilia con las posibilidades mas probables de cruzamiento teniendo en cuenta que las
mujeres hemofilicas son casos muy raros de supervivencia.



Tabla I
La distinta concepcion en los conocimientos sobre la hemofilia antes y después de 1937

Afo 1922

Ao 2007

Clasificacion de la

Hemodistrofia endocrina.

Coagulopatia congénita que cursa con deficiencia de

enfermedad Factor VIII (Hemofilia A) o de Factor IX (Hemofilia B).
Estado hemorragico Enfermedad ligada al cromosoma X, recesiva,
L transmitido por la mujer y transmitida por las mujeres y padecida por los varones.
Definicion . . . . .. . i
padecido por el varén, segun Se da la situacion de portadoras obligadas (las hijas de
las leyes de Grandidier. hemofilico y mujer sana).
Fragilidad del endotelio por
. deficiencia en la actividad Mutaciones en los genes que codifican dos proteinas de
Patogenia

tromboquinasa por lesion
sifilitica del endotelio.

la coagulacion, los factores VIl y IX.

Mecanismo de acciéon

o?

Los factores, que se sintetizan en el higado, activan,
por su accién proteasica, la cascada de la coagulacién
sanguinea para amplificar la sefial de emergencia
provocada por una herida.

Clinica

Pequefas hemorragias que
pueden conducir a la muerte.
Se distingue la “gran hemofilia
de los franceses” o grave, la
hemofilia localizada como la
renal y la hemofilia glositica en
mucosas. Artropatias en
rodillas que no dejan secuelas.

Se dan tres grados de severidad segun los niveles de
factores en plasma: Grave (<1%), moderado (1-5%) y
leve (5-30%). Se observan equimosis, hemorragias
gingivales, hemartrosis, epistaxis, hemoptisis y
hematurias. Secuelas invalidantes en las articulaciones
mayores sin un tratamiento precoz.

Esperanza de vida

10 a 20 afos.

70 a 75 afos.

Tratamiento

Extracto de bromuro de clara
de huevo. Harina de
cacahuete. Veneno de
serpiente. Transfusiéon de
sangre de personas
esplenectomizadas.

Infusién de factores exdgenos, plasmaticos o
recombinantes. Cirugia y rehabilitacion fisioterapéutica.
Futuros protocolos de Terapia Génica.

En 1952 dos grupos de investigacion, uno el de Biggs y otro el de Aggeler (9,10),
describieron y distinguieron los dos tipos principales de hemofilias (Tabla III), la de tipo A
o clasica, y la de tipo B o enfermedad de Christmas, ambas ligadas al cromosoma X, de
rasgos recesivos, con manifestaciones clinicas similares —riesgo hemorragico y dafios
articulares— y que cursan con una deficiencia de los factores de la coagulacion VIII y IX,
respectivamente. Otras caracteristicas diferenciales son el peso molecular de esas dos
proteinas, el tamafio del DNA que las codifica, su vida media en el organismo o su
concentracion fisiolégica normal en plasma.

N A

FROTOHE 18a
FACTCR villa

T sndkohalic
waidula

ol

Factor fnuler  nbibador plasmaticn
Sa fecfior boulm

Xa  vaw \ /
Froh combena Troambina
Fitimsagens FIBRTEL

Figura 1. Cascada de la coagulacién sanguinea en la que
intervienen los factores de la coagulacion VIII y IX deficitarios en
la hemofilia A y B respectivamente (Adaptado Ref. 5).



Tabla II
Cronologia de la hemofilia

Aio Acontecimiento

1937 Patek y Tgylor demuestran que la deficiencia de la “globulina antihemofilica” humana es la causa de
la hemofilia.

1944 Pavlovsky corrige in vitro la deficiencia de coagulacién en un paciente hemofilico con plasma de otro

hemofilico. Es el preludio del descubrimiento de los dos tipos de hemofilia A y B.

Mersk y Macfarlane establecen una prueba sensible y especifica para detectar la globulina
antihemofilica humana en plasma.

1952 Biggs y Aggeler diferencian las hemofilia A y B.

Se establecen en Inglaterra las primeras recomendaciones para el tratamiento de la hemofilia

1950

D mediante la utilizacién de plasma fresco humano.
1956 Macfarlane utiliza para el tratamiento globulina antihemofilica humana concentrada y obtenida de
animales.
Se utiliza, por primera vez, una mezcla de factores de la coagulacién, Factor Il, VII, IX y X para el
1960 - -
tratamiento de la hemofilia B.
1962 Un Comité Internacional asigna niumeros romanos a los factores de la coagulacién: Factor VIII o

globulina antihemofilica humana y Factor I1X o factor de Christmas.

1963 Se crea la Federacion Mundial de Hemofilia.

1965 Judith Pool prepara I_(?s primeros cr_ioprecipitadp_s de Factor VIII que se utilizarfan hasta 1979 como
tratamiento de eleccion para el paciente hemofilico.

Tuddenham, Trabold, Collins y Hoyer purifican a homogeneidad el Factor VIII humano que se
comienza a utilizar como tratamiento de pureza intermedia.

1984 Gitschier y col., clonan el gen que codifica el Factor VIII.

1979

1985 Davie y col., clonan el gen que codifica el Factor IX.

1986 Se identifican las primeras mutaciones de los genes.

1987 Se empieza a utilizar Factor VIII de alta pureza inactivado contra agentes virales.
1988 Se comienza a utilizar Factor IX de alta pureza en el tratamiento de la hemofilia B.

Se prepara y utiliza, como tratamiento, el Factor VIII recombinante, obtenido por técnicas de
ingenieria genética, sin ser necesaria la utilizacion de plasma humano.

1994 Se obtiene y utiliza el Factor I1X recombinante.

Se disefian en el laboratorio los ratones hemofilicos “knockout” delecionados para los genes de los
factores de la coagulacion.

2000 Se inician en hemofilia A y B, los primeros ensayos clinicos de Terapia Génica.

1990

1995

Tratamiento de la hemofilia: Reemplazamiento con factores exégenos

El tratamiento de la hemofilia se basa en el reemplazamiento o la suplementaciéon con el
factor de la coagulacion que se encuentra deficitario en el paciente con el fin de prevenir o
revertir un episodio de sangrado agudo. La forma mas eficaz para llevar esto a cabo es la
utilizacion de concentrados especificos del correspondiente factor deficitario (11-13).

Hasta los afios sesenta, los hemofilicos eran tratados con sangre entera o plasma para
compensar su deficiencia en los factores de la coagulacién. La muy reducida concentraciéon
de factores en plasma obligaba a la administracion de grandes volimenes. Posteriormente,
la puesta a punto de técnicas de extracciéon de los factores permitié obtener productos mas
purificados y mas concentrados, con una reduccion muy notable en las cantidades a inyectar
y en la aportacion de proteinas contaminantes, a veces mal toleradas. Con ello, se mejord
notablemente la calidad de vida de los pacientes. El aislamiento de proteinas plasmaticas,
cuyo desarrollo se inici6 en 1982, se aplica actualmente a la producciéon comercial de
distintos productos terapéuticos entre los que se encuentran los factores antihemofilicos
VIl y IX, extraidos e inmunopurificados con anticuerpos monoclonales.

El gran acontecimiento que dio luz verde a una futura y definitiva terapia molecular de la
hemofilia fue el aislamiento y clonaje de los genes que producen los factores de la
coagulacion. Asi, el gen para Factor VIII humano se aislé en 1984 por el equipo de Gitschier
de la Sociedad Genentech de San Francisco (14). Es uno de los mayores genes que se
conocen y se extiende sobre una milésima del cromosoma X. De otra parte, el gen del
Factor IX humano fue aislado y clonado en 1985 por el equipo de Davie y Kurachi de la



Universidad de Washington (15). Este gen, mucho mas pequefio que el del Factor VIII,
también esta situado en la parte terminal del brazo largo del cromosoma X. Los factores de
la coagulacién se sintetizan, fundamentalmente, en higado, pero también el rifién y el
endotelio contribuyen aunque en un mas bajo porcentaje.
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Figura 2. Transmision hereditaria de la hemofilia.

Tabla III
Hemofilias de tipo A o clasica, y de tipo B o enfermedad de Christmas
Tipo Frecuencia Proteina Concentracion en plasma (ng/ml) Vida media

p (kDa), (bp) | Normal Leve Moderada Severa (horas)

. Factor VIII _
A 1:6000 (280) (7056) 200 20 4 <2 10

; Factor IX _
B 1:30000 (68) (1389) 5000 500 100 <50 20

Desde ese momento, surgi6 la posibilidad de preparar un factor, sin utilizar plasma humano
—que tantas muertes de hemofilicos ha producido desde la década de los 80 a raiz de la

recombinante en células de mamifero, de una alta eficacia y seguridad, pero de un alto
costo que limita su utilizacién, todavia, en muchos paises.

En la actualidad existe una gran variedad de factores VIII (FVIII) y IX (FIX) clasicos y
modificados asi como de factores recombinantes VIII (rFVIII) y IX (rFIX). Los concentrados
de factores de la coagulacion se clasifican segun distintos criterios: i) La fuente o material
inicial para su preparacion que pueden ser mezclas de plasma o, por ingenieria genética, a
partir de células de mamifero; ii) Su grado de pureza en base a la actividad especifica en
unidades internacionales (IU) o actividad coagulante por miligramo de proteina; iii) La
inactivacion de patégenos virales por distintos métodos; iv) Su mayor estabilidad durante el



proceso de preparacion y, v) La presencia o ausencia de proteinas animales o humanas
exdégenas en el medio de cultivo como nutrientes de las células que producen el factor o
bien como estabilizantes del producto final.

Asi, se puede hablar, por tanto, de factores plasmaticos —los que se derivan de plasma
humano— y de factores recombinantes —los que se derivan de células de mamifero por
técnicas de ingenieria genética—. Dentro de estos ultimos hablamos de factores de primera
generacion cuando contienen albumina humana o animal tanto en el medio de cultivo
celular como en el producto final; de segunda generacion cuando solo utilizan albumina en
los medios de cultivo y de tercera generacion cuando no presentan proteinas humanas ni
animales ni en los medios de cultivo ni en el producto final como estabilizantes. En cuanto a
que la molécula de factor esté truncada por haberse eliminado alguna regién de la molécula
que no es necesaria para su funcion, la eficacia es idéntica a la de los factores intactos.
Tampoco se observan diferencias en la induccién de inhibidores por un tipo de molécula u
otra.

La eleccion del producto terapéutico de reemplazamiento de entre todos los disponibles en
Espafa (Tabla IV) se determina, fundamentalmente, en base al criterio de la seguridad
respecto a la transmision de patégenos, ya sean virales o de otra naturaleza, y respecto al
desarrollo de inhibidores. Por supuesto, en la eleccién del producto se barajan otros criterios
quizas mas secundarios como las condiciones clinicas analiticas del paciente, la
disponibilidad del producto, la comodidad de preparacién y administracioén, el coste e incluso
el interés particular del médico que prescribe por una determinada marca o tipo de factor.

Lo que si esta claro y admitido de forma general, es que el uso de los concentrados
plasméaticos disminuye en los paises desarrollados mientras que se incrementa el de los
factores recombinantes (12). Por supuesto, pero eso ha sucedido siempre en la historia
médica del tratamiento de la hemofilia, los paises en vias de desarrollo van a depender
todavia mucho tiempo de los derivados del plasma aun a costa de los riesgos que eso
conlleve.

Por otra parte, y para una mayor tranquilidad de los pacientes con hemofilia, a partir del
presente afio 2006 los productos para el tratamiento de la hemofilia se consideran como
medicamentos esenciales en virtud del principio fundador de la Organizacién Mundial de la
Salud (16) que establece que el acceso a medicamentos que preservan la vida es un
derecho humano fundamental, hecho que es asi en el caso de los factores antihemofilicos.

Esta claramente admitido a nivel internacional que hoy dia todos los productos disponibles
presentan la misma eficacia coagulante tanto para los tratamientos a demanda como para
los profilacticos. También todos pueden provocar la aparicion de inhibidores, variando
minimamente esa posibilidad de unos preparados a otros, en funcidon del distinto método de
preparacion, las distintas modificaciones en la molécula o incluso por los distintos métodos
de inactivacion viral.

En cuanto a la seguridad frente a aquellos agentes patégenos que se transmiten por la
sangre como es el caso del VIH (SIDA), VHC (hepatitis C), VHB (hepatitis B) y otros virus
con cubierta lipidica, est4, hoy dia, practicamente asegurada en todos los productos. Ahora
bien, se debera ser extremadamente cauto con los virus que no presentan cubierta lipidica
como los parvovirus (PVB19) o el VHA (hepatitis A) y se debera pensar en la posibilidad de
que emerjan otros virus que ahora desconocemos. Pero respecto a la posibilidad de la
transmision por la sangre —ya demostrada en animales de experimentacion (17)— de la
variante en humanos del mal de las vacas locas o variante de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (vCJD), ¢qué hacer?. Hoy por hoy, y hasta que se puedan detectar los agentes
causales, o priones, en el plasma de los donantes, se debera evitar la utilizacion de
concentrados derivados del plasma y utilizar productos recombinantes y entre éstos los que
contengan una menor cantidad de proteinas. La confianza en estos productos se avala por



la experiencia de mas de 10 afios de uso de factores recombinantes sin que se haya descrito
todavia ningun efecto adverso, ni leve ni grave, hasta la fecha (18-20).

En cualquier caso, siempre la decision de utilizar aquellos factores que no aseguren el no
contagio con algin agente patdgeno, dependera de la “tolerancia al riesgo” tanto de los
pacientes —siempre que sean bien informados— como del médico que prescriba.

Tabla IV
Inactivacion viral y pureza de los distintos tipos de concentrados de factor

METODOS DE INACTIVACION Y PUREZA N

TIPO DE FACTOR = PROTEINAS
PURIFICACION (UI/mg proteina) CONTAMINANTES
Plasmatico de O EIHEVGILSIE MOTES Intermedia
- . ¢ Solvente-detergente +++
IRz MRS E e Cromatografia de afinidad, nanofiltracion Ele-itn)
e * 60°C/10 horas
Z:?:?S:Ieczc;de * Solvente-detergente (>A;8%0) ++
e Cromatografia por inmunoafinidad
e Cromatografia por inmunoafinidad
Recombinante e Cromatografia de intercambio i6nico Alta —
(12 generacion) ¢ Albimina en el medio de cultivo y en el (> 4000)
producto final como estabilizante
e Cromatografia por inmunoafinidad
e Cromatografia de intercambio iénico
. e Solvente-detergente
REEEmIET S o Ultrafiltracion, nanofiltracion I Gl +

(22 generacion) (4000-15000)

e Albuimina en el medio de cultivo

« SACAROSA EN EL PRODUCTO FINAL
COMO ESTABILIZANTE

e Cromatografia por inmunoafinidad

e Cromatografia de intercambio i6nico

¢ Solvente-detergente

Recombinante ¢ Ultrafiltracion, nanofiltracion Ultra alta

(32 generacion) « NO PRESENTA ALBUMINA EN EL (4000-10000)
MEDIO DE CULTIVO

« TREALOSA EN EL PRODUCTO FINAL
COMO ESTABILIZANTE

En otro orden de cosas y en aquellos pacientes hemofilicos que han desarrollado inhibidores
contra los factores VIII o IX (21), es de gran utilidad el Factor VII recombinante que actla a
través de la via extrinseca de la coagulacion. De la misma forma podriamos argumentar
sobre la mayor seguridad de este producto respecto a los posibles agentes patégenos que
se pueden encontrar en plasma, con relaciébn a otros productos que se vienen utilizando
para estos pacientes, como los concentrados de complejos de protrombina (PCCs) o de
protrombina activada (APCCs-FEIBA).

En resumen, si estudiamos la pureza de los factores respecto a la proteina total que se
inyecta el paciente en cada dosis, el coste por unidad y la seguridad relativa del producto,
se concluye que tanto la pureza como la seguridad aumentan con los nuevos concentrados
mientras que el coste relativo se mantendria, paradéjicamente, si se estimaran los costes
indirectos que se pueden derivar de la utilizaciéon de productos menos seguros (el coste de
un tratamiento estandar con antirretrovirales esta alrededor de los 20000 € por afio y por
paciente).

La biotecnologia al servicio del tratamiento de la hemofilia
La biotecnologia ofrece, en general, nuevas posibilidades para la mayoria de las

enfermedades genéticas, tanto monogénicas como poligénicas. Estas nuevas y futuras
posibilidades incluyen nuevas estrategias diagnésticas (22) pero, fundamentalmente,



terapéuticas mas eficaces y seguras, tanto desde el punto de vista paliativo como curativo
(23).

Factores exdgenos modificados mas eficaces

El futuro del tratamiento convencional de la hemofilia se presume muy esperanzador si
consideramos los estudios mas recientes sobre nuevas moléculas de factores coagulantes
que siendo igual o mas eficaces presentaran, sin embargo, ciertas peculiaridades como un
mayor tiempo de presencia en sangre y menos efectos secundarios indeseables (24,25).

Asi, se podra disponer de factores recombinantes mas econémicos por aumentar la eficacia
en la expresion en las células que lo producen. Por esta misma razén estaran mas
disponibles sin temer una falta de abastecimiento por una disminucién en la produccion.
También, se podra disponer de factores con una vida media en plasma mayor lo que
supondra que el numero de inyecciones sera menor al mantenerse mas tiempo en plasma el
factor exdgeno perfundido; estaran disponibles factores con pequefias modificaciones que
eviten la aparicidén de inhibidores y, por supuesto, y derivado de todo esto, los protocolos de
profilaxis podran ser una practica mas extendida por ser mas seguros (26). Por dltimo, el
tratamiento de la hemofilia se basara, fundamentalmente, en la utilizacién global de
productos recombinantes de tercera o cuarta generacion, totalmente seguros respecto a la
transmision de agentes infectivos de cualquier tipo, al carecer todos ellos de proteinas y
componentes de origen animal o humano.

Nuevas estrategias para el tratamiento de pacientes con inhibidor

En este sentido se estan ensayando, todavia en fases preclinicas, dos estrategias que se
presentan muy esperanzadoras. De una parte, la utilizacion de mezclas de pequefios
fragmentos de proteinas sintetizados en el laboratorio y que presentan una estructura y
secuencia similar a aquellas regiones de los factores que producen una respuesta
inmunoldgica de rechazo al reconocerlas el organismo como extrafias. De esta forma, estos
péptidos “engarfiarian, despistarian” a los anticuerpos uniéndose a ellos y dejando libre al
factor que se acaba de inyectar. La idea, pues, seria la neutralizacion de los inhibidores
27).

La segunda estrategia, quizas mas avanzada en el tiempo, es sintetizar factores modificados
precisamente en esas secuencias que producen la respuesta de rechazo. Técnicamente es
mas sencillo y no seria necesario administrar conjuntamente con el factor ninguna otra
molécula o farmaco. En este sentido se esta desarrollando un factor modificado
quimicamente con orto-fosfo-L-serina en aquellas regiones que producen la respuesta
inmunoldgica que da lugar a los anticuerpos inhibidores (28).

Terapia Génica

La Terapia Génica que se basa en transferir al paciente el gen que se encuentra defectuoso
para producir por si mismo el factor coagulante VIII o IX sin necesidad de inyectarlo, sera
en el futuro el tratamiento definitivo de la hemofilia. Pero mientras eso llega no se deben
transmitir falsas esperanzas respecto a este tipo de terapia porque las dificultades son
muchas y algunas dificiles de solucionar (29-32).

Terapia Génica de la hemofilia. Un reto, una esperanza

El tratamiento de la hemofilia, en nuestro siglo xxi, se centrara inevitablemente en la
aplicacion y optimizaciéon de las nuevas tecnologias de Biologia Molecular, de Ingenieria
Genética y de Biologia Celular, que se traducira en la utilizaciéon de determinados protocolos
personalizados e individualizados de Terapia Génica o Terapia Celular (33,34).



La primera cuestiéon que nos debemos plantear es si se justifica la Terapia Génica para la
hemofilia vistos los tratamientos tan eficaces y tan seguros que en la actualidad ya estan
disponibles. La respuesta es claramente afirmativa por un gran nimero de razones. La
primera de ellas es que los actuales tratamientos son tan solo paliativos y no eliminan la
causa de la enfermedad mientras que la Terapia Génica, aunque todavia muy a largo plazo,
puede representar la forma de curar, en el mas estricto sentido de la palabra, la hemofilia.
Pero hay mas razones que lo justifican como el caracter crénico de la patologia, un
tratamiento muy periédico e incomodo por via intravenosa especialmente en los
tratamientos profilacticos en nifios y adultos en que se precisan hasta tres perfusiones por
semana; por otra parte, el tratamiento exdgeno con factores ha conllevado riesgos fatales
por la infeccién por el VIH y el VHC y puede seguir siéndolo por otros agentes infecciosos
emergentes como los priones y conllevar, como de hecho asi ya es, una alteracion muy
significativa del estado inmunolégico del paciente; por udltimo los tratamientos actuales
recombinantes que son los mas eficaces y seguros son también los mas costosos y por esto
inalcanzables para la mayor parte de los pacientes hemofilicos.

Vistas las razones que justifican la investigaciéon de futuros protocolos de Terapia Génica
para el tratamiento y curacidon de la hemofilia, la segunda cuestion es si es factible. En
primer lugar, hay que considerar que la hemofilia es una enfermedad monogénica hecho
que facilita los abordajes experimentales. En segundo lugar, y no menos importante, es el
hecho de que una pequefia expresion de la proteina deficitaria (factor) —por encima del 5%
del nivel normal— conseguiria un fenotipo moderado de la enfermedad. En tercer lugar,
existen ciertas ventajas desde el punto de vista experimental, como el disponer de un
amplio abanico de tipos celulares diana; no precisarse regulacion de la expresion génica de
estas proteinas; disponer de un alto grado de conocimiento de las -caracteristicas
moleculares y funcionales de los factores VIII y IX y la disposicién de muy buenos modelos
animales hemofilicos para los estudios —camada de Auburn (Hemofilia A), camada de
Chappel Hill (Hemofilia B), ratones hemofilicos "knockout“—.

En funcidon de todos estos argumentos, y sin llegar al optimismo de Mannucci y Tuddenham
(35) que les llevo a afirmar en 2001 que la Terapia Génica para la hemofilia seria una
realidad en la primera década de nuestro siglo, hay opiniones encontradas al respecto sobre
la realidad futura a largo plazo de este tipo de terapia. Expertos en el tratamiento de la
hemofilia, como Negrier (36), estan convencidos de ello, pero otros por el contrario, como el
Profesor Giangrande (37) de la Federacion Mundial de Hemofilia, no lo tienen tan claro.

Como ya se ha comentado en varios capitulos de este mismo libro las futuras terapias
moleculares se basaran en la conjugacion de la Terapia Génica y la Terapia Celular (34). En
este sentido el escenario para la hemofilia es, de una parte, la transferencia génica
mediante vectores virales, basicamente virus adenoasociados y lentivirales; de otra parte
Terapia Génica basada en la utilizacion, fundamentalmente, de células madre de tejidos
adultos y fibroblastos autélogos; también se comienza a considerar con mayores
expectativas la transferencia génica no viral —liberacion hidrodindmica, liberacion de
nanoparticulas, transferrinfeccién, electroporacibn—, y también la reparaciéon del DNA
mediante oligonucledtidos quiméricos o con nucleasas quelantes de zinc, la utilizacion de los
RNAs interferentes o mas recientemente mediante el “splicecosome-trans-splicing” en que un
RNA mensajero se modifica para dar dos especies diferentes e independientes de RNAs
(38).

La aplicacion de todas estas técnicas no es inocua y hay que solucionar un gran nimero de
obstaculos que impiden el éxito tan esperado desde ya hace bastantes afios desde que se
comenzaron los primeros experimentos de Terapia Génica. Asi, habra que solucionar o
atenuar en el peor de los casos, el grave problema de los vectores retrovirales cual es la
mutagénesis insercional o el no menos importante de la respuesta inmunolégica tanto
innata como adquirida frente a ciertos vectores virales que pueden producir efectos
adversos graves anafilacticos o en el mejor de los casos una reduccién en la eficacia de



transduccion génica o la eliminacién de las células transducidas que se introducen como
vectores de un gen.

La situacion general actual de las estrategias de Terapia Génica aplicadas a la hemofilia se
fundamenta tanto en protocolos ex vivo como in vivo. Mientras estos dos tipos de protocolos
se muestran igualmente eficaces salvo en determinadas ocasiones concretas, como ya se ha
comentado en el capitulo 1 de este libro, la utilizacién de los vectores ha evolucionado de
distinta forma a lo largo de los afios desde el inicio de su utilizacién alla por el afio 1985.
Esta evolucion de “caida” para unos y de “apogeo” para otros se basa sencillamente en los
riesgos que conllevan cada uno de ellos y por ende en la relacidon riesgo-beneficio para cada
una de sus aplicaciones especificas en los distintos tipos de patologias. Los vectores
retrovirales se comenzaron a utilizar desde 1985 en la mayoria de las investigaciones de
Terapia Génica algo que no es de extrafiar ya que en esos momentos era con estos virus
con los que se habia acumulado una mayor experiencia y un mayor conocimiento (Figura
3). Esta situaciéon, que en la experimentacion basica era idilica, no era la méas apropiada en
el caso de querer transferir genes en un ser vivo. Fue la mutagénesis insercional, como
grave efecto secundario, la que condicioné su desuso a lo largo del tiempo, al menos, para
su aplicacion en Terapia Génica. Hubo que ensayar otras posibilidades y asi en la
experimentacion sobre Terapia Génica de la hemofilia surgieron otros vectores —mas
seguros en paralelo a la caida en el uso de los vectores retrovirales— como los
adenovirales, los adenoasociados y mas paulatinamente los lentivirales basados en el VIH.
Ya en nuestro siglo xxi el futuro parece estar, al menos en nuestro actual estado de
conocimientos y experiencia, en los vectores adenoasociados, en los lentivirales y aunque
de forma mucho mas pausada en los vectores o transferencia génica no viral, que mas
adelante se comentara en este capitulo.
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Figura 3. Utilizacion de los distintos vectores de transferencia
génica en su aplicaciéon en el tratamiento de la hemofilia. AdV,
vectores adenovirales; AAV, vectores adenoasociados; RVV,
vectores retrovirales; LVV, vectores lentivirales; NVV, vectores no
virales.

En los dltimos afos, se han producido —después de un periodo de estancamiento—
importantes avances en los protocolos de Terapia Génica aplicados a modelos animales
hemofilicos (39). En rasgos generales se pueden destacar algunos de ellos como la
expresion de Factor VIII en ratones hemofilicos utilizando células sanguineas o plaquetas
después de la transferencia génica ex vivo de células madre hematopoyéticas, o mediante la
transferencia in vivo de transposones que expresan Factor VIII en células endoteliales y
hepatocitos (40). Por su parte, en modelos hemofilicos de animales superiores se ha
ensayado con éxito la transferencia neonatal en perros del gen de Factor VIII mediante
vectores retrovirales. También la utilizacién de vectores adenoasociados de doble cadena ha
ofrecido una expresidon de Factor IX 28 veces superior a la obtenida con los de cadena
sencilla. En humanos las cosas no han ido todavia muy bien ya que el mejor resultado ha



sido una expresion de Factor IX de un 10% respecto al valor normal mediante la
administraciéon directa en higado de un vector adenoasociado de cadena sencilla. La
expresion de la proteina se obtuvo tan solo durante 1 mes debido a la respuesta
inmunoldgica contra las células transfectadas.

La tendencia actual en hemofilia, como ya se ha comentado anteriormente, es la utilizacion
de vectores adenoasociados (AAV) y lentivirales (LVV) con los que mas recientemente se
estan logrando los mejores resultados (Tabla V). Respecto a los vectores adenoasociados el
serotipo AAV8 se presenta como el mas esperanzador respecto al tropismo celular, la
eficacia de transduccion y la antigenicidad (41,42). La combinacion de distintos serotipos de
virus adenoasociados, uno para transferir el gen y otro para desensibilizar frente a la
respuesta inmune, puede ser una buena alternativa para evitar el inconveniente de la
disminucién de eficacia en la expresion (43).

Tabla Vv
Resultados preclinicos mas relevantes y mas recientes en Terapia Génica de la hemofilia utilizando
vectores virales

. Grupo d(.a, Vector Via de administracion Modelo Expresion Efectos adversos
investigacion
Hauck et al. . FIX 10% .
(Ref. 44) AAV1/AAV2 Muscular Murino 1 afio Respuesta inmune
Jiang et al. AAV2/AAVE/ Hepatica Murino/ FVII1 100% Respuesta inmune
(Ref. 45) AAV8 P Canino 3 afios P
Sarkar et al. - Murino/ FVIII 100% .
(Ref. 46) AAV8/AAV9 Hepéatica Canino 1 afio Respuesta inmune
Schuettrumpf et . FIX 1-10% Diseminacion del
al. AAV2 Hepatica Humano ~12 semanas vector en semen.
(Ref. 47) Respuesta inmune
Nathwani et al. AAV de - : FIX 3-30%
(Ref. 48) doble cadena Hepatica Murino 1-6 meses =
’ (dsAAV)
Nathwani et al. Infusién venosa FIX 22%
(Ref. 49) A periférica MEEEED >9 meses —
Infusion venosa
Ohmori et al. periférica de : FVIIlI <5%
(Ref. 50) B plaquetas Bl 90 dias T
transfectadas ex vivo
Infusion venosa
. periférica de células %
Elelzer el il LvV madre Murino A 1~0 & —
(Ref. 51) - 1 afio
hematopoyéticas
transfectadas ex vivo
Infusion venosa
i @ El periférica de células _ FIX 1%
LvV madre Murino . —
(Ref. 52) - 7 dias
hematopoyéticas
transfectadas ex vivo
FVIII
Sun et al. LWV Transfeccion de . E;;p;(:zlt(;ri\nge .
(Ref. 53) células 293T in vitro durante 20
semanas
Transfeccion ex vivo
Matsui et al. LWV de células madre Murino/ FVIII 1% Desaparicion del
(Ref. 54) endoteliales e Canino 20 semanas implante
implante subcutaneo
Neonatos FVII 2296
A 0,
S S RVV Intravenosa Murino/ GEimony), S¥0 —
(Ref. 55) . (perro)
Canino -
1,5 afos
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El futuro: éCélulas madre adultas..., embrionarias? é¢Vectores adenoasociados,
lentivirales..., no virales?

Las posibilidades de predecir el futuro en cuanto a cual sera el mejor tipo de células o el
vector mas apropiado, dependen en gran medida de ser capaces de responder a tres
cuestiones fundamentales: ;Sera facil la extrapolacion a organismos superiores, como el
hombre, de los resultados en cuanto a la seguridad y a los niveles de expresidon obtenidos
en pequefios modelos animales? ¢Sera la combinacién Terapia Génica/Terapia Celular y la
utilizacion de las células madre mesenquimatosas las herramientas terapéuticas del futuro?.
¢Habra que decantarse por los vectores NO VIRALES?

Esta claro que las células madre o embrionarias derivadas de determinados tejidos como la
piel o adiposo junto con las hematopoyéticas se presentan como candidatas muy adecuadas
por su facilidad de obtencién y reimplantacion y por sus caracteristicas peculiares de
diferenciarse y, por tanto, de mantener mas tiempo la transgénesis. Mas en concreto, las
células madre mesenquimales (MSCs) son células multipotentes que presentan una amplia
aplicaciéon potencial en la terapéutica fundamentalmente, hoy por hoy, en determinados
desordenes vasculares, neurolégicos o el cancer (56-59).

En este orden de cosas son especialmente relevantes los trabajos de Fair y de Doering. El
grupo de Fair (60) ha conseguido la correccion de la deficiencia de Factor IX en ratones
hemofilicos “knockout” para hemofilia B mediante un protocolo que es tipicamente de
Terapia Celular, hasta ahora el Unico relacionado con el tratamiento de la hemofilia. Este
elegante experimento demuestra como utilizando células madre embrionarias de ratén (ES),
diferenciadas in vitro mediante el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), durante 7 dias,
hasta precursores endodérmicos (PEPs), e inyectadas en higado producen una expresion del
10% de Factor IX durante 2 meses. Los resultados de Doering y colaboradores (61), pese a
ser menos llamativos, abren una nueva puerta para la aplicacion de protocolos de Terapia
Génica en pacientes hemofilicos con inhibidores. En este caso las células madre
hematopoyéticas son las protagonistas.

Continuando en la prediccion del futuro, las esperanzas se centran cada vez mas en la
utilizacion de los vectores no virales, de una parte por los inconvenientes, en ocasiones
fatales, que presentan los vectores virales y de otra, por los grandes avances (62,63) que
se vienen produciendo en la puesta a punto de nuevos vectores no virales cada vez mas
eficaces para transferir un gen como ya se ha explicado en el capitulo 3 de este mismo
libro.

Ocupan lugar destacado los métodos de transferrinfeccién utilizando ligandos que presentan
un receptor de internalizacion en la membrana celular (64); la electroporacion,
fundamentalmente, con vectores episomales como el virus de Epstein-Barr en que se han
obtenido expresiones de hasta un 5% de Factor VIII durante 90 dias en células COS-7 (65)
0 mas recientemente, por el grupo de Tros de llarduya, la utilizacién de microesferas para la
liberacion de DNA plasmidicos (66).

Estas nuevas posibilidades metodoldgicas de los vectores no virales y la Optima
manipulacién de células madre o embrionarias nos permitiran llegar mas lejos y con
menores riesgos. Asi, es posible la utilizaciéon de métodos no virales para la transferencia de
genes combinados con algunas de las técnicas mas sofisticadas, que también se han
comentado en este libro, como es la aplicacion de los RNAs de interferencia. En este sentido
Hoelters y colaboradores han desarrollado un método altamente eficaz de Terapia Génica
utilizando vectores no virales, RNAs de interferencia y células madre mesenquimales
humanas (67).

Llegados a este punto podriamos incluso imaginar el poder actuar a nivel de otros organulos

celulares para la transferencia de un gen. Pues bien, no es necesario imaginar porque el
grupo de Liu (68) ha conseguido disefiar un vector no viral dirigido al DNA ribosomal
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humano (“human ribosomal DNA-targeting vector”). Este vector —denominado pHrneo—
dirige genes heterélogos al DNA ribosomal humano (hrDNA) con una eficacia de integraciéon
por encima de 10“-107°. Utilizando este vector Liu y colaboradores, mediante transduccién
ex vivo de hepatocitos por electroporacidon, han logrado una expresion de Factor VIII de
4,34£0,9 ng por millén de células y durante 24 horas.

En la misma linea que siguen las mas recientes tendencias en los protocolos de Terapia
Génica en general, es decir, la utilizacién por una parte de vectores no virales que conllevan
una mayor seguridad terapéutica para el paciente y de otra parte la utilizacion de células
madre faciles de obtener y perpetuar aprovechando su capacidad de diferenciacion para
incrementar la eficacia y el tiempo de expresion génica, el grupo de Liras y colaboradores
(69), estan llevando a cabo la optimizacion de protocolos de Terapia Génica ex vivo para la
hemofilia B mediante la utilizacién de vectores no virales —transferrinfeccion— y células
madre mesenquimatosas de tejido adiposo adulto (Figura 4).
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Figura 4. Protocolo experimental de Terapia Génica ex vivo mediante
transferrinfeccion en células madre mesenquimales de tejido adiposo
adulto (Ref. 69).

Aplicabilidad clinica de la Terapia Génica en hemofilia: Ensayos clinicos

En los ultimos dos afios, se han venido desarrollando varios ensayos clinicos de Fase | tanto
para hemofilia A como para hemofilia B (70). Los protocolos que se ha utilizado se han
basado, fundamentalmente, en Terapia Génica in vivo utilizando vectores virales para la
liberacidon directa de los genes, pero también en protocolos ex vivo mediante transfeccion
con plasmidos y reimplantaciéon de células transfectadas. Aunque en todos los casos la
transferencia de los genes era evidente e incluso se observé en algunos casos efectos
terapéuticos, no fue posible el mantenimiento de la expresion, tanto de Factor VIII como de
Factor IX, en niveles terapéuticos a medio y largo plazo.

En este escenario desalentador, las esperanzas en el momento actual se centran en la
utilizacion de vectores adenoasociados que se han mostrado, hoy por hoy, como los mas
seguros y eficaces dentro de los vectores virales. Aun asi, se debe intentar solucionar el
gran inconveniente de la disminucién y desaparicion de la expresion de los transgenes por la
respuesta inmunogénica, hecho que ha representado la causa fundamental del fracaso de
los ensayos clinicos desarrollados hasta ahora. En este sentido, se inicia en la actualidad un
nuevo ensayo clinico de Terapia Génica para la hemofilia B (Fase 1), cuyo titulo oficial es: “A
Phase 1 safety study in subjects with severe hemophilia B (Factor IX deficiency) using
adeno-associated viral vector to deliver the gene for human Factor IX into the liver coupled
with transient immunomodulation” (71).
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Este ensayo, que se encuentra en el periodo de reclutamiento de los pacientes, se llevara a
cabo en el Hospital Infantil de Filadelfia —promotor del ensayo— con la colaboracion de la
Universidad Estatal de Campinas de Estados Unidos. El objetivo de este estudio es
determinar la seguridad y eficacia de un vector viral adenoasociado —en régimen de
inmunomodulacién—, que porta el gen del Factor IX humano, mediante inyeccion directa en
higado por cateterismo en la arteria hepatica derecha.

Sobre el disefio del estudio se puede decir que serd un ensayo clinico intervencional y no
observacional, es decir, que se producird una intervencién médica especifica sobre los
sujetos participantes para evaluar sus efectos. Ademas se trata de un ensayo clinico abierto
—todas las partes implicadas en el estudio conocen el tratamiento que recibe cada
paciente—; sera un estudio de comparacién de dosis, de un Unico grupo de tratamiento y
diseflado para evaluar tanto la eficacia como la seguridad del tratamiento. El nUmero total
de sujetos que tomaran parte en el estudio es de nueve y el estudio constara de 3 ramas
(subgrupos) de tratamiento. Cada una de estas ramas coincidira con una cohorte de sujetos
a los que se les administraran dosis crecientes de los vectores AAV. Los sujetos de cada
cohorte recibiran la construccion AAV2-hFIX16 mediante infusion tras ser incluidos en el
estudio y se les hara un seguimiento durante al menos 6 semanas. La decision sobre el paso
de un sujeto a una cohorte de mayor dosis estara basada en las evaluaciones intermedias
sobre la seguridad. Los datos recogidos de todos los sujetos de una determinada cohorte
hasta al menos 4 semanas posteriores a la infusion del vector, seran analizados por el
Comité de Seguimiento de la Seguridad de Farmacos (Drug Safety Monitoring Board) antes
del paso a una dosis superior. Dicho paso no se producira hasta que, al menos, un sujeto de
la cohorte anterior haya completado su tratamiento inmunosupresor sin toxicidad
condicionada por la dosis.

La novedad que incorpora este ensayo y que puede condicionar el éxito, la encontramos en
los trabajos de Mingozzi y colaboradores (72) en que logran atenuar la respuesta citotéxica
inmune que se produce contra la capsida del vector, en este caso del virus adenoasociado,
que tiene como resultado el aclaramiento y apoptosis de los hepatocitos transducidos. La
estrategia consiste en llevar a cabo un régimen anti-células T, disefiado para bloguear esa
respuesta inmune, previo a la inyeccién del vector de transferencia. Este régimen se basa
en la administracion de tres farmacos, el mofetil micofenolato (MMF), sirolimis y
daclizumab (anticuerpo contra el receptor de la IL-2), que se relaciona con la generacion de
inhibidores contra el Factor IX. El resultado final es una disminucion dramatica de células T
reguladoras del tipo CD4"CD25"FoxP3™ que son las responsables, en uGltimo término, de la
respuesta citotéxica inmune.

La decision final consensuada médico-paciente: éMenor tiempo de expresion pero
mayor seguridad para el paciente?

Aunque hablar de una decisidon consensuada entre el médico y el paciente para adoptar una
determinada accién clinica puede parecer trivial, en esta ocasion —aunque deberia ser
siempre asi en la practica clinica ordinaria— toma especial relevancia. Las dos razones que
dan consistencia a esta idea —siempre en base a criterios bioéticos (73)— son de una parte
las derivadas de la propia metodologia a seguir, como es un protocolo de Terapia Génica,
que como se ha venido confirmando a lo largo de este libro conlleva, hoy por hoy y en un
futuro préximo también, riesgos a veces dificiles de asumir y de controlar. Esto que es una
razon general para la aplicacion de la Terapia Génica para cualquier patologia en aras de
una alta relaciéon beneficio-riesgo, se particulariza con otra razén de peso en el caso de la
hemofilia. Esta razdén se deriva de la historia médica de los tratamientos de esta patologia y
en concreto con los efectos iatrogénicos fatales debidos a la infeccion del VIH y del VHC que
han hecho al paciente hemofilico y a algunos médicos hematélogos ser extremadamente
cautos con los actuales y futuros tratamientos. Esto quiere decir que aunque la Terapia
Génica se presenta como una muy buena alternativa para la curacion de la hemofilia es
posible que sea mas dificil que en otras patologias que la poblacion hemofilica se preste al
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ensayo de nuevos protocolos innovadores relacionados con esta técnica y mas
especialmente con la utilizacién de vectores virales.

En la mayoria de los casos, como ya se ha sefialado, la aplicaciéon de la Terapia Génica
tendra que ser especifica para cada patologia en concreto e individualizada y personalizada
para cada paciente. Es mas llamativo este concepto en el caso de la hemofilia porque como
se ha apuntado mas arriba la historia de su tratamiento no es una cuestion baladi.
Pensemos en la realidad actual de estos pacientes: Las infecciones por el VIH y el VHC han
mermado en un 50% la poblacién de los pacientes con hemofilia; muchos de los pacientes
que han sobrevivido presentan graves alteraciones inmunoloégicas y clinicas de su estado
general de salud; muchos (el 60%) estan condenados a una cirrosis o carcinoma hepéatico
debido al VHC que no es sensible a los actuales tratamientos. Ante esta realidad
desalentadora es facil imaginar el estado de sensibilizacion de médicos y pacientes que hace
pensar en que la posibilidad de utilizar vectores virales de forma voluntaria por los pacientes
se pueda casi descartar.

En otras palabras, es posible imaginar dos situaciones: Una la del médico ante el paciente
que le explica la posibilidad de una Terapia Génica con virus, en que el enfermo se abruma,
y otra en la que médico explica al paciente la posibilidad de los vectores no virales inocuos y
sin riesgos aunque con un menor tiempo y nivel de expresion. ;Cual sera de las dos la mas
exitosa para iniciar un ensayo clinico?

Esta idea, que se concluye a partir de determinadas estadisticas dentro de la poblacién
hemofilica, es posible que cambie si se dan otras alternativas mas seguras, como son los
vectores no virales. Porque, ademas, la hemofilia como entidad clinica con sus
caracteristicas peculiares que ya se han comentado, no se presenta muy exigente para este
tipo de estrategia terapéutica. Por una parte es suficiente un 5% de expresion de la
proteina defectuosa para lograr un fenotipo moderado que nada tiene que ver con uno
grave, ya que la calidad de vida se incrementa muy significativamente. Pero hay otra
cuestion que puede animar a médicos y pacientes para la aplicacion de la Terapia Génica en
hemofilia y es que una expresion de unos meses ya representa un gran éxito para un
paciente que se ha de inyectar factor exdgeno, dos o tres veces por semana, por via
intravenosa.

Es decir la apuesta en hemofilia estd y es de suponer que asi sera en el futuro, en una
Terapia Génica ex vivo sobre células facilmente extraibles de forma minimamente invasiva e
incruenta (tejido adiposo o piel), facilmente transfectables por métodos no virales, y
comodamente reimplantables, que por su capacidad de perpetuar la transgénesis —las
células madre y embrionarias son las mas adecuadas—, se logren niveles terapéuticos y
periodos de expresion moderados. En otras palabras, un menor tiempo y nivel de expresion
a cambio de una mayor seguridad. Vistas estas exigencias, el futuro de la Terapia Génica
para la hemofilia se torna mas esperanzador y factible.

Aun asi, se tendrd que salvar esa barrera inter-especie que hace no asegurar, en modelos
superiores como el humano —por lo visto hasta ahora—, la reproducibilidad de los
resultados obtenidos en pequefios modelos animales.

En fin, se puede afirmar que las investigaciones en Terapia Génica para la hemofilia se ven
alentadas por los propios médicos y pacientes que viven con la esperanza, aunque sea para
las generaciones venideras, de conseguir una mayor calidad vida y una mayor comodidad
del tratamiento que afianzara la integracion plena —que en buena parte ya se ha
conseguido— del paciente hemofilico tanto desde el punto de vista socio-laboral como
personal.

iEn eso se estal
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CAPITULO 11
La infeccion por el VIH/SIDA. Inhibicion de la replicacion

viral mediante RNAs de interferencia
Miguel Angel Martinez

A principios de la década de 1980 aparecié una nueva enfermedad infecciosa que ha

cambiado la actitud mundial hacia el sexo y la sangre. Esta enfermedad, denominada
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), esta causada por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y se caracteriza por una progresiva destruccion del
sistema inmunolégico. Las rutas fundamentales de la transmision del VIH son el contacto
sexual y la sangre.

Desde la primera descripcién de pacientes infectados por el VIH, en 1981 (1), 65 millones
de personas han sido infectadas por el virus, y se estima que esta cifra pueda llegar a los
100 millones al final de la presente década. Aunque unos pocos pacientes infectados han
permanecido asintomaticos durante cerca de 20 afos hasta la fecha no se ha descrito
ninguna curacién de la infeccion. Se estima que mas de 20 millones de infectados han
fallecido durante los ultimos 20 afios.

En las Ultimas dos décadas, el conocimiento sobre el VIH y el SIDA ha aumentado de forma
exponencial, y lo que es mas importante, se ha logrado conocer coémo detener el curso fatal
de la enfermedad y también cémo desarrollar tratamientos eficaces como son los farmacos
antirretrovirales. Sin embargo, todavia no ha sido posible curar la enfermedad ni encontrar
una vacuna eficaz que la prevenga.

La infeccién por el VIH se caracteriza (Figura 1) por un prolongado periodo asintomatico
que puede ir desde unos pocos afios hasta décadas; este periodo asintomatico va seguido
de la fatal aparicion del SIDA. Su principal caracteristica es la aparicibn de una serie de
infecciones oportunistas que incluyen otros virus, bacterias e incluso hongos. La menor o
mayor rapidez en la progresion hacia el SIDA esta directamente relacionada con la velocidad
con la que desciende el namero de linfocitos CD4", que son las células diana del VIH. La
velocidad con la que decrece el nimero de células CD4" viene determinada por la
concentracion del virus que se detecta en el plasma (carga viral), de aqui que la
cuantificacién tanto del namero de linfocitos CD4" como de virus en plasma sean los valores
que rutinariamente se emplean en el seguimiento clinico de los pacientes infectados.

El tratamiento antirretroviral

La introduccion del tratamiento antirretroviral, disefiado para inhibir la replicacion del VIH,
ha transformado, en aquellos paises con acceso a estas terapias, el impacto clinico del
SIDA. En los ultimos diez afios se ha desarrollado una serie de farmacos muy potentes
dirigidos a inhibir la replicacion del VIH.

Las estrategias antivirales contra el VIH de tipo 1 (VIH-1) se han centrado
fundamentalmente en la inhibiciébn de la proteasa viral y de la enzima encargada de la
replicaciéon del RNA viral, la retrotranscriptasa (RT). La RT es la enzima que cataliza la
sintesis del DNA proviral a partir del RNA. Asi la ddl (didanosina), la ddC (zalcitabina), la
3TC (lamivudina), la d4T (estavudina), el abacavir y el tenofovir, todos analogos de



nucledésido, inhiben la RT; por otro lado, la nevirapina, la delavirdina y el efavirenz,
inhibidores no analogos de nucleésido, también lo hacen.
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Figura 1. Historia natural de la infeccion por el VIH-1.

La segunda enzima del VIH-1 que se ha intentado inactivar con inhibidores, es la proteasa
viral. Esta enzima cataliza la fragmentacion de las poliproteinas precursoras virales gag y
gag-pol en las proteinas definitivas que formaran parte de los viriones. Por lo que respecta a
la proteasa viral, existen seis compuestos aprobados para la préactica clinica: Indinavir,
ritonavir, saquinavir, nelfinavir, amprenavir y lopinavir. Desde el afio 2003, también se
dispone de farmacos dirigidos contra la glucoproteina de la envoltura como es el péptido T-
20 dirigido contra la subunidad transmembrana de la glucoproteina de la envoltura viral. En
la actualidad se encuentran en fase muy avanzada de experimentacion nuevos inhibidores
de la uniéon del virus a la célula, asi como inhibidores de la integrasa viral, que también es
esencial para la supervivencia del virus.

Ahora bien, es importante sefialar que Unicamente entre un 5% y un 10% de los pacientes
infectados en todo el mundo tiene acceso a los diferentes farmacos antirretrovirales.
Desafortunadamente, debido a la alta tasa de replicacion viral (2) y a la baja fidelidad de
copia de la RT (3), el VIH-1 desarrolla rapidamente resistencias frente a todos los
inhibidores descritos (Figura 2).

Desde hace cerca de una década, la introduccién de tratamientos que incluian la
combinacion de tres o mas antivirales dirigidos contra la RT y la proteasa del VIH-1, ha
permitido reducir significativamente la carga viral (copias del RNA viral por mL de plasma),
hasta hacerla indetectable en pacientes infectados con el virus (4). Coincidiendo con la
introduccion de estas terapias antirretrovirales combinadas a finales de 1996, la incidencia
del SIDA disminuyd progresivamente en aquellos paises con acceso a los diferentes
tratamientos antirretrovirales.

Sin embargo, estos tratamientos combinados no son eficaces en todos los pacientes
tratados. Las razones de este fracaso parcial en el control de la enfermedad son, por una
parte, la utilizacién de tratamientos subéptimos incapaces de lograr la supresion de la
replicacién viral y la posterior apariciéon de virus resistentes a los farmacos, y por otra, el
solapamiento de las mutaciones de resistencia entre los farmacos pertenecientes a una



misma familia de inhibidores (analogos de nucleésido, no analogos de nucledsido o
inhibidores de la proteasa) (5). Otra razén del fracaso terapéutico es la toxicidad de estas
combinaciones de farmacos. Por dltimo, incluso en aquellos pacientes que reciben
tratamiento combinado y que presentan una total supresion de viremia plasmatica es
posible detectar un reservorio del virus en los linfocitos CD4" (6) y persistencia de
replicacién viral (7). Estos resultados han puesto de manifiesto la imposibilidad de erradicar
el VIH mediante la utilizacion de los actuales tratamientos antirretrovirales de combinacion.
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Figura 2. La alta tasa de replicacion del VIH-1 y la baja fidelidad de
copia de la RT condicionan la muy alta capacidad de desarrollo de
resistencias del virus frente a los farmacos antirretrovirales cuando se
utilizan de forma aislada.

Inhibicion de la replicacion viral mediante RNAs interferentes

El silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS) mediado por RNAs interferentes (RNAI)
de doble cadena estd emergiendo como una herramienta muy poderosa para la inhibicion
especifica de la expresion de genes. En células de mamifero, duplex de RNA de 21
nucledtidos de longitud, conocidos como siRNAs ("short-interfering RNAs”), inhiben
eficientemente la expresidén génica. Recientes investigaciones (8), han demostrado que los
siRNAs dirigidos tanto contra genes virales como celulares son capaces de inhibir
especificamente la replicacion del VIH. Estos resultados abren nuevas posibilidades de
intervencion terapéutica tanto frente al VIH, como frente a otros virus RNA (Figura 3).

+ Silenciamiento de transposones
Defensa antiviral

* Regulacion de la expresion de genes
enddgenos (micro RNAs)

Figura 3. Funciones biol6gicas del RNA de interferencia (RNAi).



Como se ha mencionado anteriormente, las opciones terapéuticas para combatir la infeccion
por el VIH continlan expandiéndose con el desarrollo de nuevas drogas y de nuevas
estrategias para su uso. No obstante, el manejo de pacientes infectados con el VIH ha
llegado a ser muy complejo. La emergencia de resistencias a las diferentes drogas
actualmente utilizadas en el tratamiento de pacientes infectados, asi como su toxicidad a
largo plazo justifica el esfuerzo continuado en el desarrollo de nuevas estrategias
antivirales.

La interferencia génica mediada por RNA es como el sistema inmune intracelular

Los vertebrados han desarrollado un sistema inmune para defenderse de los intrusos. Dos
caracteristicas principales predominan en el sistema inmune, la especificidad frente a los
foraneos y la capacidad para amplificar la respuesta de defensa. El fendbmeno de la
interferencia mediada por RNA (RNAI), también denominado silenciamiento del RNA, se
asemeja al sistema inmune en que su funcién natural es la de proteger al genoma contra la
invasion de elementos genéticos en movimiento tales como los transposones y los virus. La
interferencia mediada por RNA es normalmente descrita como un silenciamiento génico
post-transcripcional (PTGS), en el cual RNAs de doble cadena (dsRNA) desencadenan la
degradacion citoplasmatica de RNAs mensajeros (MRNA) homodlogos. A pesar de que este
sistema fue originalmente descrito en plantas superiores (9) y posteriormente en el
nematodo Caenorhabditis elegans (10), también ha sido observado en insectos, hongos y
vertebrados. La interferencia mediada por RNA no se ha encontrado en Archea y procariotes
por lo que es probable que se trate de una innovacion eucariota.

La relevancia del RNAi como un mecanismo de defensa celular frente a posibles intrusos fue
demostrada mediante el descubrimiento de que los virus de plantas codifican proteinas que
inhabilitan el PTGS mediante la inhibicion de la degradacion del dsRNA (9). Estos
experimentos fueron posteriormente confirmados para un virus que infecta células de
insecto (11). De igual manera, los virus que infectan a vertebrados, como es el caso del
VIH, han desarrollado mecanismos que inhiben el silenciamiento génico mediado por RNA
(12). No obstante, el mecanismo del RNAi no va solo dirigido a la degradacién especifica de
dsRNAs sino que también puede actuar frente a moléculas de RNA de cadena Unica idénticas
en secuencia a las moléculas de dsRNA que inicialmente desencadenan el mecanismo,
sugiriendo que el RNAi puede también actuar en la regulacion génica de la célula
hospedadora.

Mecanismo de la interferencia génica mediada por RNA

Los datos disponibles hasta el momento (Figura 4) ponen de manifiesto que moléculas de
dsRNA, homdlogas en secuencia al gen silenciado o interferido, desencadenan el mecanismo
de interferencia mediada por RNA (10). La molécula inicial de dsRNA es procesada por la
RNAsa DICER, perteneciente a la familia de las endorribonucleasas de tipo IlIl que
especificamente procesan dsRNAs, originando pequefios fragmentos de 21-25 nucleétidos
(nt). A continuacion, estos pequeros duplex de RNA, denominados siRNAs, son incorporados
al complejo denominado RISC con objeto de guiar nuevos ciclos de degradacién especifica
del RNA. El complejo RISC contiene una endorribonucleasa probablemente distinta a DICER.
Esta endorribonucleasa utiliza la secuencia codificada por la cadena antisentido de los
siRNAs para encontrar y destruir mRNAs de secuencia complementaria. De esta manera, los
siRNAs actian como guias de las ribonucleasas para que degraden Unicamente RNAs
complementarios a una de las cadenas de los siRNAs. Por lo tanto, la especificidad de este
mecanismo de defensa esta basado en el apareamiento de bases entre el siRNA y el RNA



diana, hecho que lo diferencia del sistema inmune en donde el reconocimiento es peptidico.
Al igual que el sistema inmune de los vertebrados, la maquinaria del RNAIi dispara una
respuesta inicial mediante el reconocimiento de moléculas intrusas y una posterior
estabilizacion y amplificacidon de la respuesta. En C. elegans y en plantas, los siRNAs pueden
funcionar como oligonucledtidos cebadores de una polimerasa dependiente de RNA (RdRP)
que sintetiza dsRNAs adicionales, que son posteriormente procesados originando nuevos
siRNAs. Esto permite la realizacién de ciclos de “dicing” y nuevos apareamientos, y como
consecuencia una amplificacion de la respuesta frente a las moléculas parasitas.
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Figura 4. Mecanismo de la interferencia génica mediada por RNA.

El descubrimiento de que el duplex de RNA de 21nt de longitud es un mediador de la
interferencia génica mediada por RNA en células de mamifero, ha permitido expandir el uso
del RNAi (13). Estos autores han demostrado que la transfeccidn en células de mamifero
con duplex de RNA de 21nt sintéticos inhibe de una manera especifica la expresién de genes
enddégenos. Ademas, estos autores también han demostrado que estos siRNAs son
demasiado cortos como para desencadenar la respuesta no especifica frente a dsRNAs
mediada por la proteina quinasa (PK), en la cual el silenciamiento post-transcripcional se
produce por la fosforilacion del factor elF-2a. Tampoco inhiben, de forma inespecifica, la
traduccion. La posibilidad de aplicar el RNAi en células de mamifero va a posibilitar no solo
el estudio de la funcidén génica sino que también ha abierto nuevas posibilidades a la Terapia
Génica.

Utilizacion de la interferencia génica mediada por RNA para la inhibiciéon de la
expresion de genes esenciales para la replicacion viral

Recientemente y de forma independiente, varios estudios han puesto de manifiesto la
capacidad que los siRNAs, sintetizados quimicamente, tienen de forma especifica para
inhibir la replicacion del VIH-1 (14). ElI VIH es un virus RNA y por lo tanto utiliza
intermediarios de RNA durante su replicacién. Con la demostracion de que los siRNAs podian
funcionar en células de mamifero, era evidente que —para los virélogos— el paso siguiente
debia de ser verificar si estos siRNAs eran capaces de inhibir la replicacion de diferentes
virus, entre ellos el VIH (Figura 5).



Descubrimientos recientes llevados a cabo en diversos laboratorios, entre los cuales se
encuentra el Laboratorio de Retrovirologia del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol
de la Fundacién IrsiCaixa, han puesto de manifiesto que la interferencia mediada por RNA
puede llegar a ser una nueva estrategia terapéutica que permita activar un mecanismo de
defensa intracelular contra el VIH. Estos trabajos han demostrado que la transfeccidon
transitoria de siRNAs dirigidos frente diversos genes del VIH (p24, pol, tat, vif, nef, etc.)
inducen la degradacion del RNA viral antes de su integraciéon y como consecuencia reducen
la produccion de antigenos virales por parte de la célula infectada. También se ha
demostrado que los siRNAs son efectivos en etapas mas tardias de la replicacion viral como
es la degradacion de transcritos virales producidos tras la integracion del provirus en el
genoma celular. Alternativamente, se ha generado un sistema, bajo un promotor de la RNA
polimerasa Il de mamiferos, capaz de expresar siRNAs funcionales denominados “short
hairpin” RNAs (shRNA) (15). La co-transfecciéon de plasmidos conteniendo este sistema
junto con un clon infeccioso del VIH (pNL4-3), induce una marcada reduccion (4logio) en la
produccion del virus. Estos sistemas —o0 sistemas alternativos— deberan permitir un
silenciamiento génico estable en las células diana y potencialmente en organismos enteros.
En su conjunto, todos estos trabajos mencionados ponen de manifiesto que el fenédmeno de
RNAI puede ser un abordaje interesante en la Terapia Génica de la infeccion por el VIH.
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Figura 5. Utilizacion de la interferencia génica mediada por RNA para la inhibicion
de la expresion de genes esenciales para la replicacion viral (CXCR4, CCR5, RT,
proteasa).

Un aspecto interesante del fenédmeno del RNAi es como afectara la alta variabilidad genética
del VIH al silenciamiento génico mediado por siRNAs. Este virus al igual que el resto de los
virus RNA no posee actividad correctora de copia y como consecuencia introduce una
mutacion cada 10%-10° nucleétidos copiados. En el caso del VIH, que tiene un genoma de,
aproximadamente, 10* nucleétidos, se introducird, al menos, una mutacién cada vez que se
replique una molécula del RNA viral. Esta alta variabilidad genética hace que aparezcan
virus con mutaciones en la regidn genémica diana, por lo que sera muy facil que escape al
RNAI. En efecto, un reciente trabajo llevado a cabo en el Laboratorio de Retrovirologia del
Hospital Universitario Germans Trias i Pujol de la Fundacién IrsiCaixa, ha puesto de
manifiesto que una Unica mutacién en la region diana es suficiente para permitir al VIH



escapar del silenciamiento génico mediado por siRNAs (16). Para contrarrestar esta
debilidad de los siRNAs se propone la co-expresion de multiples siRNAs dirigidos contra
regiones conservadas del virus, esperando que se produzca un efecto comparable al
observado cuando se utilizan 3 o 4 drogas antirretrovirales de alta actividad (“highly active
anti-retroviral treatment”) o HAART. La combinacién de multiples siRNAs podria dar lugar a
los llamados siRNAs de alta actividad (“highly active anti-retroviral gene silincing”) o
HAAGS.

También se ha demostrado que los genes celulares pueden ser una diana mas atractiva que
los propios genes virales. Novina y colaboradores (17) han mostrado que ciertos siRNAs
dirigidos contra el gen que codifica el receptor celular CD4 reduce en 8 veces la expresion
de este receptor en la superficie celular. Obviamente, estas células, en las cuales la
expresion del receptor CD4 esta fuertemente inhibida, seran mas refractarias a una
infeccién por el VIH. Mas relevante aln es el hecho de que en este trabajo se demuestra
también que un receptor celular puede ser una diana para su bloqueo mediado por un RNAi.
Un aspecto muy interesante que han puesto de manifiesto estos experimentos es la
importancia de la vida media de la proteina cuando se esta evaluando la eficacia del
silenciamiento génico mediado por RNAi. Por ejemplo, en experimentos ex vivo, proteinas
presentes en la superficie celular podrian continuar respondiendo a estimulos o actuar como
receptores para el VIH, a pesar de la supresiéon de su mRNA, hasta que la proteina fuese
eliminada de la superficie celular en ausencia de sintesis de novo. Ahora bien, la utilizacion
de genes celulares, tales como el que codifica el receptor CD4, podria tener un uso muy
limitado si tenemos en cuenta lo esencial de su funcidon. Se propone la utilizacién de dianas
celulares anti-VIH que pueden ser mas atractivas. En particular, la molécula CCR5 ya que se
ha comprobado que individuos homocigotos para una mutacion que inutiliza esta molécula
son refractarios a la infecciéon por el VIH. Efectivamente, en el Laboratorio de Retrovirologia
del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol de la Fundacioén IrsiCaixa se ha demostrado
que el silenciamiento génico, mediado por siRNAs, de los receptores de quimioquinas,
CXCR4 y CCR5, impide la expresién de estas moléculas en la superficie celular y por ende
que sean utilizadas por el VIH como co-receptores lo que impide, de forma indirecta, la
replicaciéon del virus (18).

El fendmeno de la interferencia mediada por RNA es, sin lugar a dudas, una nueva area de
investigacibn que no esta restringida al VIH. El silenciamiento génico ha sido también
evaluado con poliovirus, con el virus respiratorio sinticial (RSV), con el virus del papiloma
humano (HPV) y con el virus de la hepatitis C (VHC) entre otros, y podria ser facilmente
extensible a otros virus. En conclusion, el silenciamiento génico mediado por RNA de genes
virales o celulares constituye un descubrimiento de gran relevancia que va mas alla de la
investigacion antiviral y que, como se ha mencionado a lo largo de este capitulo, tiene
numerosas aplicaciones tanto en la investigacion basica como aplicada.
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CAPITULO 12
Estrategias de Terapia Génica para el tratamiento del
cancer

Cristina Fillat

EI cancer sigue siendo, en la actualidad, uno de los principales problemas de salud ante el

que como sociedad nos enfrentamos. Ello se debe en parte porque, si bien en los ultimos
afios se han producido grandes avances en la comprension de las alteraciones moleculares y
morfolégicas de muchas de las neoplasias, todavia se ha avanzado poco en la identificacion
de terapias curativas. Las terapias tradicionales basadas en la cirugia, no siempre pueden
aplicarse y las basadas en la quimio- y la radioterapia presentan una eficacia limitada y un
gran numero de efectos adversos asociados. La Terapia Génica en cancer intenta desarrollar
terapias que sean eficaces inductores de la muerte celular y altamente selectivas para la
célula tumoral con el fin de aumentar la eficacia y minimizar los efectos colaterales (Figura
1). En este trabajo se presentan las principales estrategias de Terapia Génica antitumoral
que se estan estudiando en ensayos preclinicos, y que se basan en la bioactivacion
intratumoral de prodrogas y mas concretamente el sistema timidina quinasa/ganciclovir. Se
detallan los resultados de nuevas terapias basadas en la Terapia Génica y su eficacia
antitumoral en modelos de adenocarcinoma de pancreas.

" Agente terapéutico
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Figura 1. Estrategia general de la Terapia Génica para el cancer.

Terapia Génica y cancer

El cancer se considera una enfermedad genética consecuencia de un acumulo de mutaciones
que capacitan a las células tumorales para nuevas funciones con ventajas proliferativas, de
supervivencia, invasividad y migracion.

El reto de las terapias antitumorales no es nada facil ya que no es suficiente con que el
agente terapéutico alcance unas pocas células sino que debe eliminar todas las células
tumorales, y no sélo en el tumor primario sino también en las posibles metastasis.

Los avances en las tecnologias de transferencia génica conjuntamente con la identificacion
molecular de genes diana en cancer, han permitido el desarrollo de estrategias terapéuticas
basadas en la Terapia Génica. Una de las particularidades de la Terapia Génica se halla en
que el agente terapéutico esta constituido por dos componentes, por un lado un gen diana
que capacitara a las células para funciones antitumorales y un vector de transferencia que



permitird la entrada, mas o menos eficiente, de este gen a las células tumorales. La
manipulacién de ambos componentes es lo que debe conferir al producto una potencia
suficiente para eliminar las células y a su vez con una selectividad para que actie
Unicamente sobre las células tumorales.

De acuerdo con esas premisas y desde el punto de vista de los genes diana las estrategias
mas comunes gque se estan ensayando consisten en:

Inhibicién de la expresién de oncogenes

Restablecimiento de la expresion de genes supresores de tumor
Aplicacion de genes bioactivadores de prodrogas o genes suicidas
Inhibicién de la angiogénesis tumoral

Activacion del sistema inmune

Viroterapia como concepto general

Genes bioactivadores de prodrogas o genes suicidas

Esta estrategia se basa en la transferencia de genes bioactivadores de prodrogas (también
llamados genes “suicidas”) a las células tumorales (Figura 2). Dichos genes codifican
proteinas capaces de metabolizar prodrogas no toxicas y convertirlas en metabolitos
inductores de muerte celular. En la aplicacion de esta terapia se requieren dos etapas. En
primer lugar, sera necesario introducir el gen suicida a la célula tumoral y a continuacion se
administrard la prodroga que se metabolizara selectivamente en las células que expresen el
gen suicida.
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Figura 2. Genes bioactivadores de prodrogas o genes suicidas.

Un aspecto interesante de este tipo de terapias es que poseen un efecto colateral también
llamado efecto adyacente. Este consiste en que los metabolitos téxicos, una vez generados
en una célula pueden viajar a células circundantes y aumentar asi el area citotéxica. Esto se
considera una ventaja de estos sistemas respecto a otros ya que permite ampliar el efecto a
otras zonas préximas y no queda limitado a las areas de transferencia génica. Los genes
utilizados en este tipo de estrategia pueden tener diversos origenes, desde el humano
pasando por el viral y bacteriano, hasta la levadura. Los sistemas suicidas mas utilizados se
sumarizan en la Tabla I.

El sistema suicida TK/GCV

Uno de los sistemas suicidas mas estudiados es el que combina el gen de la timidina quinasa
del virus Herpes simplex tipo 1 (TK) y la prodroga ganciclovir (GCV). Frederic Moolten fue el
primero en describir el potencial del sistema TK/GCV, como agente antitumoral (1). EI GCV



es un analogo aciclico del nucleésido natural 2’-deoxiguanosina que se utiliza como agente
antiviral contra infecciones causadas por miembros de la familia herpesvirus, tales como el
citomegalovirus (CMV), el HSV de tipo 1 y tipo 2, el virus de la varicela zoster y el virus de
Epstein-Barr. El efecto antiviral tiene lugar cuando el GCV, una vez en el interior de la célula
es fosforilado hasta convertirse en GCV trifosfato, que actiia como competidor del nucleétido
2’-deoxiguanosina trifosfato, inhibiendo asi la sintesis de DNA. La enzima responsable de la
primera etapa de fosforilacion del GCV varia en funcion del virus que infecta la célula. En
una infeccién por HSV-1 es la timidina quinasa (TK), enzima por la cual el GCV presenta una
especificidad de sustrato tres 6rdenes de magnitud superior a cualquier otra quinasa celular
humana. El GCV monofosfato es posteriormente convertido a GCV bifosfato por acciéon de la
guanilato quinasa, y después hasta GCV trifosfato por acciéon de otras quinasas celulares
tales como la fosfoglicerato quinasa. Dadas las similitudes estructurales que presenta con el
nucleétido 2’-deoxiguanosina trifosfato, el GCV trifosfato es reconocido como sustrato de la
DNA polimerasa 6 y se incorpora, como un nucleétido mas, a la sintesis de la cadena de
DNA. Mientras que los grupos hidroxilo del GCV trifosfato, permiten la elongacion de la
cadena de DNA, la falta del anillo de azucar lo convierte en un mal sustrato para continuar la
sintesis lo que provoca una parada en la elongacién poco después de su incorporacion a la
nueva cadena. Ademas, el GCV trifosfato es también un inhibidor de la propia DNA
polimerasa 6 impidiendo asi la incorporacion de nuevos nucleétidos. Después de varios ciclos
en los que tiene lugar este proceso se acaban formando distintos puntos de ruptura en la
doble cadena del DNA lo que activa los mecanismos efectores de la apoptosis celular por
vias todavia poco conocidas (2).

Tabla I
Sistemas suicidas mas utilizados en la Terapia Génica del cancer

Enzima Prodroga Metabolito téxico Citotoxicidad
Timidina quinasa (TK) Ganciclovir (GCV) Ganciclovir trifosfato e Incorporacion de GTP al DNA
(GTP) e Inhibicién de la DNA polimerasa

Citosina deaminasa (CD)

5-fluorocitosina

5-fluorouracilo

Inhibicién de la timidilato sintasa

Citocromo P4502B1
(CYP2B1)

Ciclofosfamida

Acroleina + mostaza de
fosforamida

Intercalamientos en el DNA

5-aziridil-4-

Intercalamientos en el DNA

Nitrorreductasa (NTR) 5-aziridinil-2,4-
dinitrobenzamida

(CB1954)

hidroxilamino-2-
nitrobenzamida

Carboxilesterasa (CE) Iriotecan (CPT-11) SN-38 e Inhibicién de la topoisomerasa |
Fosforilasa nucleosidica 6-metilpurin-2- 6-metilpurina ¢ Inhibicién de la incorporacion de
de purinas (CeoD) deoxinucledsido uridina al RNA

(MeP) ¢ Inhibicién de la incorporacion de
leucina a las proteinas
e Inhibicién de la sintesis de DNA

Estudios preclinicos y ensayos clinicos

Fue en el afio 1992 cuando se inicié el primer ensayo clinico utilizando el sistema TK/GCV
para el tratamiento de 15 pacientes con tumores cerebrales refractarios a las distintas
terapias convencionales. Desde entonces hasta hoy se han desarrollado un gran nimero de
sistemas y lo que se puede concluir es que es posible transferir de forma segura el gen de la
timidina quinasa mediante la inyeccién intratumoral de vectores retrovirales o adenovirales,
y que la administracion de GCV, después de la transferencia del gen suicida, no comporta
una toxicidad significativa. Sin embargo, a excepcion de algunos pocos casos en los que se
han conseguido regresiones parciales de los tumores, la eficacia de dicha terapia es limitada.

Estrategias encaminadas a mejorar la eficacia del sistema TK/GCV

La variabilidad en la respuesta al sistema TK/GCV puede responder a diversos motivos que
obedecen por un lado a la diferente sensibilidad de las células tumorales a esta terapia pero
también a las limitaciones intrinsecas de los vectores actuales en Terapia Génica que
permiten Unicamente el acceso a un area limitada del tumor.



Se ha trabajado en el desarrollo de estrategias capaces de ampliar la citotoxicidad del
sistema TK/GCV mediante distintas aproximaciones en modelos de cancer de pancreas:

e Aumento del efecto adyacente del sistema TK/GCV
¢ Induccioén de la capacidad de transduccion a la proteina TK
e Combinacion con la lisis adenoviral

El efecto adyacente del sistema TK/GCV se describié, por primera vez, en el afio 1990,
cuando Moolten y Wells observaron que células transducidas con el gen de la TK y tratadas
con GCV, eran capaces de conferir quimiosensibilidad a células vecinas no transducidas (3).
Actualmente, se sabe que para que este efecto tenga lugar es necesario que las células
estén en contacto fisico, lo que descarta que el aumento en la citotoxicidad sea
consecuencia de la difusion de metabolitos téxicos. EI mecanismo subyacente a este
fendmeno se explica por el transito intercelular de las formas fosforiladas de GCV a través
de las uniones intercelulares llamadas gap. Estas uniones son zonas de comunicacion
intercelular formadas por canales transmembrana a través de los cuales se transportan
moléculas de tamafio no superior a los 2000 Da. Cada canal esta formado por dos
conexiones, una por cada célula de contacto y a su vez, dichas conexiones estan formadas
por seis proteinas llamadas conexinas (Figura 3).
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Figura 3. Efecto adyacente del sistema TK/GCV a través de conexinas.

Se sabe que en los tumores las células neoplasicas se comunican mal con las del entorno y
se independizan, por lo que hay una pérdida de uniones intercelulares y una subexpresiéon
de las conexinas.

Teniendo en cuenta estas premisas, se ha estudiado si el restablecimiento de las uniones
gap en tumores pancreaticos, por reintroduccion del gen de la conexina 26 (Cx26) podria
modificar la sensibilidad del sistema TK/GCV. Los resultados mostraron que, en efecto, al
introducir el gen de la Cx26, en la mayoria de células estudiadas aumentaba el niamero de
uniones gap, y en algunos casos habia un incremento de la sensibilidad al sistema TK/GCV
que se podia atribuir a un mayor efecto adyacente del sistema (4). Mediante esta estrategia
se conseguia vehiculizar los metabolitos téxicos a un mayor nimero de células tumorales y
en consecuencia obtener un mayor efecto terapéutico. Otros investigadores en otros
modelos y con otras conexinas demuestran datos similares (5).



Con el objeto de conferir la capacidad de transduccién a la proteina TK, se ha modificado la
proteina TK de forma que en su extremo amino terminal se dispone un dominio de
transduccion de proteinas (PTD) derivado de la proteina Tat del VIH, el dominio Tat8. Se ha
descrito que existen unas secuencias peptidicas que poseen capacidad para unirse a las
membranas celulares y transportar al interior de la célula fragmentos asociados (6). Hay
varios PTDs propuestos y hay mucha discusion alrededor de los mecanismos de accion
implicados en este proceso y en particular de si asi como facilitan la entrada a la célula
serian o no capaces de facilitar su salida. Se ha identificado un nuevo péptido, de 8
aminoéacidos derivado de la proteina Tat, que de forma similar a otro de 11 aminoacidos,
que habia sido descrito anteriormente, posee capacidad de transduccion de las células. El
mecanismo propuesto consiste en que la proteina Tat8TK, expresada en la célula tumoral
después de ser modificada genéticamente, en combinacién con el GCV, indujera, en primer
lugar, la muerte de estas células y posteriormente como consecuencia de la lisis celular
permaneciera en el medio extracelular. A través del domino Tat8 podria, desde alli, entrar
en nuevas células vecinas, que al recibir la proteina Tat8TK también moririan por la accién
combinada con el GCV. Este sistema se ha visto que permite una amplificacion del sistema
suicida TK/GCV y aumenta su eficacia antitumoral en modelos de adenocarcinoma de
pancreas (7).

Respecto a la tercera aproximacion, es decir, la combinacion con la lisis adenoviral, se basa
en la aplicacion de dos sistemas de induccién de muerte celular con diferentes mecanismos
como son el sistema TK/GCV vy la lisis adenoviral. Los resultados no siempre han sido los
6ptimos dada la interferencia del GCV con la replicacion viral (8). El grupo de Fillat y
colaboradores ha trabajado en un disefio mejorado de esta combinaciéon y se dispone de
datos en los que se demuestra que la pauta de administracion del virus replicativo mas GCV
es determinante en la respuesta antitumoral de esta estrategia.

Vectores génicos: El adenovirus humano tipo 5

Tal y como se hacia referencia al principio de este capitulo, en Terapia Génica el producto
terapéutico estd compuesto de dos elementos, los genes diana y los vectores. La eficacia
antitumoral va a depender no s6lo del uso de buenos genes candidatos sino también de los
vectores adecuados.

Ahora nos fijaremos con mas detalle en como podemos modular los vectores para hacerlos
mas eficaces en la transferencia génica.

En cancer, esta claro que el objetivo es hacer llegar el gen terapéutico al maximo namero de
células tumorales para eliminarlas. En este sentido, los vectores virales son los candidatos
mas interesantes ya que esta demostrada su ventaja en cuanto a su mayor eficacia de
transferencia en relacion con los vectores no virales. De entre los vectores virales los
adenovirus destacan por transferir el gen (transducir) de modo muy eficiente a las células
epiteliales pues éstas expresan el receptor primario del virus llamado Receptor Coxsackie-
Adenovirus o CAR. La mayoria de tumores solidos derivan de células epiteliales, por lo que
cabria pensar que el adenovirus puede ser un vector ideal para introducir genes a células
tumorales. Aun asi, en los Ultimos afios se ha visto que hay muchos tumores en los que la
expresion de CAR esta reducida, y ello limita la infectividad del adenovirus (Figura 4).

Se han descrito un total de 50 serotipos adenovirales, si bien el adenovirus tipo 5 humano
es el més utilizado en Terapia Génica. Ello se debe en parte a su baja patogenicidad ya que
se le asocia ocasionalmente a patologias leves de las vias respiratorias.

Los adenovirus no presentan envuelta lipidica y si una cépsida icosaédrica de unos 80 nm de
didmetro formada por ocho proteinas estructurales (I, 111, Illa, 1V, Va2, VI, VIII y IX),
siendo las mayoritarias la proteina del hexon (I1), la proteina del penton (l111) y la proteina



de la fibra (IV). El genoma del virus consiste en una doble cadena de DNA lineal de 36 Kb,
unida covalentemente por los extremos 5’ a la proteina terminal y flanqueada por unas
regiones llamadas Inverted Terminal Repeats (ITRs).
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Figura 4. Vectores adenovirales de transferencia génica en células
epiteliales a través del receptor primario CAR (Coxsackie Adenovirus
Receptor).

En una infeccion adenoviral la primera etapa que sucede es el reconocimiento y posterior
interaccion del dominio “knob” (protuberancia redondeada), situado en el extremo C-
terminal de la proteina de la fibra del virus, con el receptor primario de la membrana celular,
que para el adenovirus humano serotipo 5 es el receptor CAR. Con ello se produce un
acercamiento del virus a la célula que permite la interaccién de la base de la proteina del
pentén con los receptores secundarios, las integrinas o/V/p situadas en la membrana
plasmatica. Una vez fijado el virus a la superficie de la célula, éste se internaliza via
endocitosis, escapa del endosoma y el DNA viral llega —con la colaboracion de los
microtdbulos del citoesqueleto celular— al ndcleo donde se mantiene de forma episomal (9).

Modificacion del tropismo adenoviral

La entrada de un adenovirus a una célula va a estar muy relacionada con la expresion del
receptor CAR en la membrana de la célula de interés. Si bien en células epiteliales la
expresion del receptor CAR es muy alta en tumores de origen epitelial su expresion se
pierde cuando éstos estan ya muy desdiferenciados (10). Ello limita la eficacia de entrada de
los adenovirus y en consecuencia hay varias investigaciones dirigidas a modificar el tropismo
de los adenovirus con el objetivo de redirigir su entrada hacia receptores muy expresados en
células tumorales. Fundamentalmente se estan usado cuatro estrategias distintas (Figura
5):

- Modificacidon genética de la capsida y conjugacién de ésta con complejos proteicos.
La ventaja de la modificacion genética es que es mas facil conseguir grandes
cantidades de vector y que la progenie presente la mutacidon. Sin embargo, esta
estrategia se ve limitada por la desestabilizacién de la fibra viral cuando se insertan
secuencias peptidicas exdgenas. De momento s6lo se han podido insertar pequefios
péptidos.

- Pseudotipaje que se refiere al uso de adenovirus con un genoma de un serotipo y
capsida de otros serotipos diferentes que reconocen otros receptores distintos a CAR.

- Mosaicismo complejo que combina el pseudotipaje con la insercion de ligandos
especificos.



- Conjugacioén con ligandos que cambian el tropismo de la capsida viral. El factor de
crecimiento fibroblastico basico (FGF2) es un ligando que se ha usado para dirigir el
adenovirus especificamente a la célula tumoral. El FGF2 se une a la capsida tras haber
sido conjugado quimicamente a un anticuerpo dirigido contra el dominio “knob” de la
fibra del adenovirus (11). Entre las ventajas de este disefio, se incluyen el bloqueo del
tropismo natural del virus y el hecho de redirigirlo especificamente hacia células que
expresan los receptores de FGF de alta afinidad como via de entrada. Dado que los
receptores de FGF se hallan sobre-expresados en una gran proporcion de tumores, asi
como en el endotelio angiogénico, esta modificacion del tropismo lleva a los
adenovirus precisamente a las células diana deseadas (12).
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Figura 5. Estrategias para modificar el tropismo del vector adenoviral.

Precisamente el grupo de Fillat y colaboradores, ha trabajado con este modelo de
redireccion adenoviral y se dispone de datos que muestran la elevada eficacia de este
sistema para redirigir los adenovirus a tumores pancreaticos. Ademas, se ha estudiado la
capacidad de los adenovirus redirigidos a receptores FGFR que expresan el gen citocromo
P4502B1 en combinacién con ciclofosfamida, para inducir regresidon en el crecimiento
tumoral. Estos estudios, realizados en modelos de neoplasia pancreatica, demuestran una
mayor capacidad antitumoral por parte de los adenovirus asi redirigidos y que se asocia a
una mayor supervivencia de los animales.

TRATAMIENTO MULTIMODAL

Clrugia Quimicterapia

‘ [ SINERGIAS | -

Terapia Génica Radicterapia

Figura 6. Terapia Génica para el cancer que se basard en el uso de
modificaciones genéticas sobre sistemas suicidas y modificaciones en el
tropismo de vectores adenovirales para aumentar la eficacia antitumoral, pero
en combinacién con terapias multimodales.



En resumen, las estrategias de Terapia Génica para el cancer se basan en el uso de
modificaciones genéticas sobre sistemas suicidas y modificaciones en el tropismo de los
vectores adenovirales que permiten mejorar la eficacia antitumoral. Es importante sefalar
también que para ganar la batalla contra el cancer éstas, junto con muchas otras que se van
estudiando, son estrategias a considerar y que sin duda va a ser la aplicacion de terapias
multimodales lo que pueda proporcionar una mayor esperanza en el futuro (Figura 6).
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CAPiITULO 13
Transferencia de genes angiogénicos y antiangiogénicos

Susana Olmedillas

Se denomina angiogénesis al proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir

de los pre-existentes (1). El término fue acufiado en 1737 por un cirujano britanico, John
Hunter, quien lo empled por primera vez para referirse al crecimiento de los vasos
sanguineos en la cornamenta del reno. Sin embargo, el fenédmeno en si no fue descrito
hasta 1935, durante el estudio realizado por Arthur Tremain Hertig sobre el desarrollo de la
placenta en primates (2). En la Figura 1 se resumen los acontecimientos mas relevantes en
la investigacion dentro del campo de la angiogénesis.
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Figura 1. Principales hitos histéricos de la angiogénesis (Adaptado Ref. 2).

El proceso de la angiogénesis transcurre a través de varias fases, la primera de las cuales es
la activacién de las células endoteliales (CE) de los vasos sanguineos pre-existentes, para
que comiencen a proliferar, migrar y expandirse. A continuacion tiene lugar la degradacion
de la matriz extracelular y la organizacién del nuevo lumen. Todos estos acontecimientos
estan determinados por el balance neto entre factores reguladores pro y antiangiogénicos,
que son liberados por las CE activadas, los monocitos, las células musculares lisas y las
plaguetas (3).

La angiogénesis se produce tanto en estados fisiolégicos como en los patolégicos tales como
la proliferacion del endometrio durante el ciclo ovarico, la cicatrizacién de las heridas, la
recuperacion tras un episodio de isquemia o los procesos metastasicos. En estas situaciones
tiene lugar una vasodilatacién, acompafiada de la extravasacion de proteinas plasmaticas,
que proporcionan un entramado provisional sobre el que migran las CE. Estas, pierden el
contacto entre si y con la membrana basal mediante la accion de metaloproteinasas,
responsables de la degradacion de la matriz extracelular. Las células endoteliales se
disponen formando un tubo hueco que es estabilizado por células musculares lisas o
pericitos, que se sitlan a su alrededor, constituyendo redes tridimensionales de nuevos
vasos sanguineos (4,5).

La escasez de oxigeno por falta de riego sanguineo local es la responsable de que el factor
de trascripcion inducible por hipoxia (HIF) desencadene una respuesta angiogénica
coordinada mediante la induccién de la expresion de factores de crecimiento endoteliales
(Figura 2). La formacién de nuevos vasos sanguineos también puede dispararse a partir de



estimulos metabdlicos, como la acidosis y el estrés oxidativo. Los factores de crecimiento
que dirigen la proliferacién y migracion de las CE son los factores angiogénicos directos, y
su secrecidn por las células reclutadas en las zonas de formacién de los nuevos vasos es
regulada por los llamados factores indirectos (4).

Crigeno normal

Célulaz del tejido

e e
*4:‘

Figura 2. Regulacion del crecimiento de vasos sanguineos dependiente de la
necesidad de oxigeno de las células del tejido adyacente (Modificado Ref. 6).

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), cuya expresion se induce por el HIF,
es un regulador clave de la angiogénesis fisioldégica. La administraciéon conjunta de factores
de la familia del VEGF y otros adicionales, como el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), da lugar a una neovascularizacion que resulta muy util con fines
terapéuticos. Por otra parte, los miembros de la familia del factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) atraen células mesenquimales a la pared de los vasos en formacion, un
mecanismo esencial para su muscularizacion. Para ello, los receptores de FGFs se expresan
en las células endoteliales, en el musculo liso y en los mioblastos (4).

Dentro de la familia de las angiopoyetinas, destacan la angiopoyetina-1 (Ang-1), que
estimula la interacciéon entre las CE y los pericitos, estabilizando las redes vasculares
iniciadas por el VEGF en el adulto, y la Ang-2, que se expresa principalmente en los puntos
de remodelacién vascular fisiolégicos y patoldgicos, contribuyendo a la estabilizaciéon de los
vasos sanguineos (4).

El factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF) activa su receptor que se encuentra
presente en las CE y en las células madre hematopoyéticas, estimulando la angiogénesis.
De modo similar, los factores de crecimiento-1 y -2 semejantes a insulina (IGF-1 e IGF-2)
ejercen diversas funciones, entre las cuales se incluyen la estimulacién del crecimiento
celular, la inhibicion de la apoptosis y la induccidon de la diferenciacion celular. La expresion
de los IGFs es inducida por la isquemia y el dafio vascular, sugiriendo la posibilidad de que
estos factores desempefien funciones reparadoras. De acuerdo con esto, la administracion
de IGF-1 estimula la angiogénesis y la miogénesis, e induce la regeneracion nerviosa
después de una lesidén, aunque su capacidad proangiogénica se considera menor que la de
otros factores de crecimiento. Ademas, el IGF-1 en combinacién con HGF, moviliza células
madre del corazén dando lugar a la regeneracion del tejido cardiaco (4).

Algunas sefiales quimicas procedentes del sistema nervioso pueden dirigir el crecimiento
vascular, como demuestra el hecho de que el factor de crecimiento nervioso (NGF) estimule
la angiogénesis. Asimismo, el NGF también es sintetizado por las células endoteliales,
ejerciendo efectos mitogénicos y antiapoptoticos sobre este tipo de células. También, el



factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) y el factor de necrosis
tumoral-o (TNF-0) son algunos ejemplos de citoquinas implicadas en el crecimiento y la
estabilizacion vascular, mientras que otras, como la interleuquina-10 (IL-10), inhiben la
angiogénesis. La trombina, por su parte, parece activar la cascada angiogénica mediante su
interaccion con integrinas de la superficie de las células endoteliales (4).

La desestabilizaciéon de los vasos sanguineos formados es un proceso natural que acontece
para poner fin al proceso angiogénico, una vez que se ha alcanzado un nivel de perfusion
adecuado para la demanda metabdlica. Es decir, cuando se han formado los vasos
necesarios, intervienen mecanismos de compensacion que detienen la cascada de la
angiogénesis. Sin embargo, en ciertas situaciones patolégicas, como la diabetes, las células
endoteliales en proliferacibn mueren prematuramente por apoptosis, generando un circulo
vicioso en el que se produce hipoxia, y la estimulacién de las CE es ineficaz debido a la
activacion de mecanismos apoptoticos. De esta forma, la red capilar se altera y puede
ocasionar un fallo organico. Diversos factores contribuyen a la desestabilizaciéon de los
vasos: las trombospondinas que inhiben la angiogénesis actuando directamente sobre las
células endoteliales y de forma indirecta sobre la produccion de factores de crecimiento; la
Ang-2 que actia como desestabilizador cuando los niveles de VEGF son bajos; la proteina C
reactiva, el quininégeno y el ansiotensinégeno liberados por la accién de proteinasas, y
diversas citoquinas que inhiben la angiogénesis y participan en la regresion vascular (4).

Aplicacién de la Terapia Génica angiogénica en la regeneracion de tejidos

La Terapia Génica consiste en introducir secuencias de DNA en células somaticas con fines
terapéuticos mediante vectores de transferencia a través de procedimientos in vivo o ex
vivo (7).

La angiogénesis es uno de los campos de aplicacibn mas prometedores de la Terapia
Génica, con el fin de transferir localmente factores de crecimiento vascular a los tejidos
isquémicos y asi promover la formaciéon de nuevos vasos sanguineos. En general, los
expertos coinciden en la necesidad de optimizar las técnicas relacionadas con la
angiogénesis terapéutica. Hoy dia, los vectores que proporcionan una transferencia génica
mas eficaz son los adenovirales. Sin embargo, aunque menos eficaces, los vectores
plasmidicos tienen altas posibilidades por su mayor seguridad para el paciente.

Los primeros ensayos clinicos llevados a cabo en pacientes que no respondian a los
tratamientos convencionales, se basaron en la transferencia del gen que codifica el FGF,
demostrando que la angiogénesis terapéutica es segura, reduce los sintomas clinicos de
trastornos como la angina de pecho, y mejora la funcién cardiaca. El objetivo del ensayo
clinico de Terapia Génica angiogénica denominado AGENT, llevado a cabo por Grines y
colaboradores, fue evaluar la seguridad y los efectos anti-isquémicos de cinco dosis
crecientes de Ad5-FGF4 en pacientes con angina, y seleccionar las dosis apropiadas para
estudios posteriores. Setenta y nueve pacientes con angina cronica estable se asignaron al
azar en un ensayo doble ciego para administrarles placebo o el adenovirus tipo 5 con FGF4.
Se demostré que una sola administracion intracoronaria del Ad5-FGF4 era segura y no
producia efectos adversos inmediatos. Se observé fiebre durante algunas horas en tres de
los pacientes pertenecientes al grupo que recibié la dosis mas alta. También se produjo una
elevacion transitoria y asintomatica de las enzimas hepaticas en dos pacientes del grupo
con menor dosis, pero no hubo diferencias significativas en los efectos secundarios
observados durante el seguimiento posterior entre el grupo placebo y el que recibié el
adenovirus. Los pacientes que recibieron el Ad5-FGF4 mostraron una clara mejoria en la
resistencia al ejercicio a las cuatro semanas. Los resultados pusieron de manifiesto los
efectos anti-isquémicos y la seguridad del tratamiento con Ad5-FGF4 comparados con el
placebo. Por ello, esta estrategia se plantea como una alternativa terapéutica prometedora
para el tratamiento de la angina de pecho (8).



En octubre de 2006, MultiGene Vascular Systems inici6 en EEUU el reclutamiento de
pacientes aquejados de una patologia arterial periférica —consistente en la falta de riego
sanguineo en las extremidades inferiores debido al estrechamiento y la oclusién de las
arterias— para un ensayo clinico de Fase |, cuyo objetivo era la aplicacion con fines
terapéuticos de una suspension de células endoteliales y células musculares lisas, aisladas
del propio paciente, cultivadas in vitro y modificadas genéticamente. En algunos casos, esta
patologia conlleva un dafo tisular que conduce irreversiblemente a la gangrena de la
extremidad y su amputacién, por lo que, la estimulacién de la angiogénesis mediante la
inyeccion intracoronaria de células transfectadas con los genes del VEGF y la angiopoyetina-
1, podria aumentar el flujo sanguineo local y, con ello, el abastecimiento de oxigeno y
nutrientes a los tejidos isquémicos. Este ensayo clinico de Fase | tiene como objetivo
evaluar la seguridad y eficacia del tratamiento con MultiGeneAngio (nombre que recibe la
suspensioén celular) en los pacientes durante los proximos 15 afos, asi como establecer la
dosis terapéutica mas adecuada (9).

Douglas W. Losordo, de la Northwestern University, ha comenzado en julio de 2007 un
ensayo clinico de Fase | de transferencia génica del phVEGF165, para promover la
angiogénesis en pacientes con fallo cardiaco isquémico. El objetivo es evaluar la seguridad y
la bioactividad de la inyeccion intramuscular del VEFG, mediante cateterismo, para transferir
el gen directamente a la pared cardiaca. Este estudio es experimental y, aunque no hay
pruebas de ello en humanos, esta disefiado para promover la proliferacidn de nuevos vasos
e incrementar el flujo sanguineo a las areas del corazén que no estan suficientemente
irrigadas. La proteina VEGF-165 estimula la division de las células endoteliales y la
formacion de nuevos vasos sanguineos. Tras la transferencia en mdudsculo cardiaco, se
administrara GM-CSF a los pacientes para estimular la movilizacion de las células madre de
la médula dsea al torrente sanguineo. Estas células madre pueden diferenciarse en células
progenitoras endoteliales (CD34") si reciben las sefiales apropiadas. Las células CD34", que
se desplazan a la zona del tejido cardiaco dafiado, promueven el crecimiento de nuevos
vasos sanguineos —que suministraran oxigeno y nutrientes— y aumentan, por tanto, la
probabilidad de que la funcién cardiaca se recupere (10).

Por otra parte, el transplante de células progenitoras endoteliales (EPCs) aisladas de sangre
periférica en adultos, de la médula 6sea o de la sangre del cordéon umbilical, parece tener
gran potencial para el tratamiento de dolencias cardiovasculares. En modelos animales de
isquemia, el transplante de células progenitoras endoteliales aumenta la neovascularizacion
al estimular la diferenciacion de células endoteliales maduras y la proliferacion de éstas. Por
tanto, estas observaciones sugieren que podria tratarse de una estrategia util frente a las
enfermedades isquémicas en humanos, pero es necesario resolver muchas dudas a este
respecto antes de que el transplante de EPCs pueda aplicarse de forma segura y rutinaria a
los pacientes (4).

Lo que parece estar claro es que la Terapia Génica angiogénica y el transplante de células
progenitoras (Terapia Celular) podrian aplicarse de forma combinada para aprovechar las
ventajas de ambas estrategias. La Terapia Génica ex vivo por su parte, seria el protocolo de
eleccion ya que posibilitaria la repeticién del procedimiento terapéutico en caso de nuevas
lesiones que es algo habitual en patologias isquémicas.

Aplicacién de la Terapia Génica contra el cancer basada en la antiangiogénesis

Desde que Folkman propusiera, en 1971, que la angiogénesis es necesaria para el
crecimiento tumoral, la investigacion en este campo ha permitido determinar que un tumor
sélido no puede crecer méas de dos o tres milimetros sin el abastecimiento de nutrientes y
oxigeno por parte de nuevos vasos sanguineos. Por ello, la antiangiogénesis se perfila como
una posible estrategia en la lucha contra el cancer. Numerosas revisiones acerca del
desarrollo de la Terapia Génica antiangiogénica frente al cancer ponen de manifiesto la
relevancia de transferir genes de efecto antiangiogénico a células tumorales o endoteliales,



para inhibir su migracion y proliferacion, impidiendo la formacion de nuevos vasos Yy
provocando la necrosis tumoral (1).

Los estudios mas recientes en Terapia Génica antiangiogénica contra el cancer utilizan mas
habitualmente como diana, las células endoteliales (CE) de los vasos sanguineos en vez de
las células tumorales en si mismas, debido a que las CE son mucho mas estables
genéticamente y, por ello, menos probable que acumulen mutaciones causantes de la
aparicion de resistencias o mecanismos de escape frente a los genes terapéuticos
introducidos (3).

Hay una larga lista de genes candidatos para Terapia Génica antiangiogénica (4), entre los
que destacan la trombospondina-1, la endostatina, la tumstatina, arrestina, canstatina,
vastatina, restina, angiostatina, angiopoyetinas, interleuquinas, etc. La trombospondina-1
fue el primer inhibidor natural de la angiogénesis identificado, mientras que la endostatina
(descubierta en 1997), es el mejor caracterizado. La tumstatina evita la angiogénesis por
inhibicién de la proliferacion de las células endoteliales y la estimulacién de la apoptosis. La
arrestina y la canstatina, identificadas, por primera vez, en el afio 2000, tienen efectos
similares a los de la endostatina, al igual que ocurre con la vastatina y la restina. La
angiostatina es un fragmento del plasminégeno que actlla como un potente inhibidor
enddgeno del crecimiento tumoral y de la metastasis, en modelos murinos de cancer.

Tanaka y colaboradores (11) demostraron, por primera vez, la capacidad inhibidora del
crecimiento y de la vascularizacion del factor plaquetario 4 (PF4) en gliomas intracerebrales,
utilizando vectores retrovirales y adenovirales.

La proteina inducible por interferon-10 (IP-10) tiene efectos inmunomoduladores vy
antiangiogénicos. Tandle y colaboradores (3), mediante vectores retrovirales, transfectaron,
en ratones “desnudos”, células de melanoma humano con el gen de la proteina IP-10
obteniendo una notable reduccién del crecimiento y de la vascularizacion tumoral.

Utilizando un vector adenoviral, Kim y colaboradores demostraron también que la expresion
de un fragmento de 16 kDa de la prolactina en células de cancer de prostata reduce
notablemente su capacidad para formar tumores en un modelo murino de transplante
alogénico (12).

En 2005, Imagawa y colaboradores demostraron que la inyeccién intratumoral del gen de la
interleuquina-12 (IL-12) provoca una reducciéon de la densidad vascular en modelos murinos
de cancer de cabeza y cuello (13). Otro hallazgo importante ha sido, por ejemplo, que el
inhibidor de la ribonucleasa humana bloquea la angiogénesis mediante la formacién de un
complejo con su homodlogo, la angiogenina, que es un factor proangiogénico. Asi, Fu y
colaboradores probaron que la transfeccion de células hematopoyéticas con el gen del
inhibidor de la ribonucleasa humana reduce el crecimiento tumoral en un 47%, asi como la
densidad de vasos en el tumor, todo ello en modelos murinos (14). También, el gen
asociado a la diferenciacién del melanoma-7 (mda-7) actia como un agente anticancerigeno
multifuncional, con propiedades tanto proapoptdticas como antiangiogénicas, y su sobre
expresion mediada por adenovirus tiene efectos terapéuticos potenciales en el cancer de
pulmén en humanos (1). Nishikawa y colaboradores demostraron que la combinacién de la
Terapia Génica con el gen mda-7 y la radioterapia podria ser una estrategia factible y
efectiva para el tratamiento del cancer de pulmoén de células no escamosas (NSCLC) (15).

En cuanto a los vectores, se ha utilizado una gran variedad de ellos en Terapia Génica
antiangiogénica, tanto no virales (DNA desnudo, oligonucleétidos antisentido, RNAs
pequenos de interferencia o siRNAs, liposomas catiénicos), como virales (adenovirus, virus
adenoasociados, retrovirus y lentivirus) (3).

El sistema de transferencia no viral mas sencillo es la inyeccion directa de DNA libre, pero el
producto génico suele tener una vida media muy corta debido a la degradacion enziméatica



in vivo y, ademas, la eficacia de transfeccidon suele ser baja. La administracion antitumoral
de DNA plasmidico desnudo con el gen de la endostatina murina inhibe el crecimiento del
carcinoma renal (16). Del mismo modo, la inyeccién intramuscular del gen de la endostatina
retrasa de forma significativa el crecimiento de tumores cerebrales metastasicos (17). Sin
embargo, en comparacion con el DNA desnudo, los complejos de DNA plasmidico con
liposomas son relativamente mas estables y tienen mayor potencia de transfeccion (18).

La transferencia directa de DNA plasmidico a las células se lleva a cabo en muchos casos
mediante electroporacién, que consiste en la formacion de poros en la superficie celular
inducida por pulsos eléctricos. La electroporacidn in vivo es una estrategia de transferencia
génica no viral que no induce respuesta inmune, es facil de aplicar y da lugar a una elevada
eficacia de transferencia. Uesato y colaboradores han demostrado el efecto antitumoral de
genes antiangiogénicos como la angiostatina y la endostatina transferidos a tumores, por
electroporaciéon de bajo voltaje, en veintiséis modelos de cancer de colon murino (19).

Los oligonucleétidos antisentido (AS-ODN) son moléculas sintéticas disefiadas para bloquear
la traduccion del RNA mensajero correspondiente al gen que se pretende silenciar. ElI AS-
ODN entra en las células y migra al nucleo, donde hibrida de forma especifica con el RNA
mensajero diana, impidiendo que éste se procese en el ribosoma. Por otra parte, la
hibridacion entre el DNA introducido y el RNA mensajero estimula la produccién, en ciertos
tejidos, de una RNAsa-H especifica de la secuencia diana, desencadenando su degradacion
(Figura 3). Las dos principales ventajas de los AS-ODN son, de una parte, su reducido
coste de produccion en grandes cantidades y, en segundo lugar, que no atraviesan la
barrera hematoencefalica, por lo que su administracién periférica no produce dafios en el
sistema nervioso central. Los AS-ODN se pueden inyectar directamente al paciente como
“DNA desnudo”, pero la eficacia de transferencia es mucho mayor cuando los
oligonucledtidos se encuentran incorporados en liposomas catiGnicos que no parecen
presentar toxicidad hepatica (20).
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Figura 3. Inhibicibn mediada por oligonucleétidos antisentido
(Modificado Ref. 20).

Al bloquear la traduccion de los mensajeros que producen factores proangiogénicos puede
inhibirse el crecimiento tumoral. Wang y colaboradores han conseguido reducir la expresion
de VEGF en un 45% en una linea celular de osteosarcoma humano mediante la transduccion
de un plasmido de expresion eucariota que contenia VEGF antisentido, por lo que esta
estrategia resulta prometedora en la Terapia Génica frente al cancer, sobre todo, cuando se
combina con otros tratamientos convencionales (21).



El RNA de interferencia pequefio (SiRNA) es una molécula de RNA de doble cadena
responsable del silenciamiento de una secuencia génica especifica. EI RNA exdégeno
introducido en la célula es reconocido por una RNAsa y es degradado en fragmentos cortos,
de unos 23 pares de bases. Algunas veces estos fragmentos son amplificados debido a la
accion de una RNA polimerasa RNA-dependiente y, en ese caso, pueden ser transmitidos a
la progenie celular. De esta forma, se puede suprimir experimentalmente la expresion de un
gen celular, mediante la introduccién en las células de un RNA de doble cadena que se
corresponda con la secuencia del gen silenciado (6) (Figura 4). Gondi y colaboradores han
demostrado la posibilidad de aplicar el RNA de interferencia en la Terapia Génica del cancer
inhibiendo la angiogénesis in vivo e in vitro en modelos celulares de glioma humano (22).
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Figura 4. Mecanismo de interferencia del RNA (Modificado Ref. 6).

La desventaja de la introducciéon directa de fragmentos de RNA de doble cadena en una
célula es que la expresion génica es so6lo temporal. Sin embargo, Brummelkamp y
colaboradores han desarrollado un nuevo vector, denominado pSUPER, que dirige la sintesis
de siRNAs en las células de mamifero. Estos autores han demostrado que la expresion del
siRNA mediada por este vector permite la inactivacion del gen diana durante largos periodos
de tiempo (23).

Otra posibilidad es la introduccién de genes supresores de tumores con efectos inhibidores
sobre la angiogénesis en las células tumorales, para frenar la formacion de nuevos vasos. El
gen de la maspina es un gen supresor de tumores cuya expresion decae durante los
procesos de malignizacibn y metastasis (1). En 2005 Watanabe y colaboradores
demostraron que la expresion del gen humano de la maspina mediada por virus
adenoasociados puede impedir el crecimiento tumoral de modo eficiente, mediante la
inhibicién de la angiogénesis en el cancer de prostata (24).

La survivina se ha identificado como un producto génico antiapoptético sobre-expresado en
los vasos sanguineos en formacidon en casos de linfoma y otros tipos de cancer. Xiang y
colaboradores han utilizado una “vacuna” de DNA, portadora de un gen mutado de la
survivina, para demostrar el efecto antiangiogénico de esta estrategia en el cancer de
pulmén (25).



Las nanoparticulas (NPs) —como ya se explicé en el capitulo 3 de este mismo libro— son
particulas poliméricas coloidales de tamario inferior a una micra en las que se encapsula o
se adsorbe en su superficie un agente terapéutico de interés. Debido a su pequefio tamafo,
las NPs tienen una elevada tasa de captacidon celular y una alta eficacia debido a su
capacidad de proteger al agente terapéutico frente a la degradacion causada por las
enzimas lisosomales (3). En 2005, Schiffelers y colaboradores prepararon nanoparticulas
con RNA de interferencia de pequefio tamafio para inhibir la expresion del receptor de VEGF
en los nuevos vasos sanguineos tumorales, demostrando de esta forma que este modo de
transferencia génica permite salvar los obstaculos farmacoldgicos de la administracion local
de un RNA de interferencia en solucidon acuosa en la terapia contra el cancer (26).

En estudios recientes se estan utilizando nanoparticulas formadas por un nudcleo de DNA
empaquetado en una envuelta lipidica que también contiene un péptido de octarginina, que
favorece la internalizacién por macropinocitosis (Figura 5). La transferencia de un plasmido
que contenia el gen de la luciferasa, mediante estas nanoparticulas, demostré una eficacia
similar a la mediada por vectores adenovirales, pero con una toxicidad asociada mucho
menor (27).
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Figura 5. Microfotografia electrénica de una
nanoparticula (Modificado Ref. 27).

La carga positiva de los liposomas catidnicos —vesiculas esféricas microscopicas de
fosfolipidos y colesterol— aumenta notablemente su incorporaciéon en las células
endoteliales de los vasos sanguineos de los tejidos tumorales, por lo que este mecanismo de
transferencia puede ser muy adecuado para el transporte de farmacos cuya diana son los
tumores. Por ejemplo, se ha logrado inhibir con éxito la angiogénesis utilizando los genes de
la angiostatina y endostatina transferidos mediante liposomas catiénicos (1,3).

El grupo de Logg, en Los Angeles, ha desarrollado un retrovirus competente en replicacion
(RCR) derivado del virus de la leucemia murina, capaz de replicarse y transferir un transgén
tanto en cultivo como en modelos in vivo de tumores sélidos (28). Aprovechando las
ventajas de los vectores RCR, Sun y colaboradores introdujeron el gen de la proteina
inducible por interfer6n-10 (IP-10) mediante vectores RCR en células tumorales de ratén
tanto in vivo como in vitro, logrando una produccion constante de la proteina en cultivo y la
reduccioén de la angiogénesis (29).

Los vectores mas utilizados en la actualidad son los adenovirus recombinantes, que
presentan las ventajas de una elevada eficacia de transferencia tanto en células en division
como en quiescencia, una gran capacidad de multiplicacién y de empaquetamiento de genes
exogenos y una gran facilidad para ser purificados. Por otra parte, no son oncogénicos y



permiten una elevada expresion de los transgenes (1). En los ultimos afios se han llevado a
cabo ensayos clinicos de Fase | en pacientes con cancer de ovario, utilizando vectores
adenovirales que portan el gen p53 (Ad-p53) (30). En China también se han desarrollado
numerosos ensayos de Fase | y Il utilizando Ad-p53 recombinante para tratar cancer
laringeo (Fase 1), carcinoma de células escamosas en cabeza y cuello (Fase Il) y carcinoma
nasofaringeo (Fase I1) (31-33).

Los adenovirus oncoliticos son un tipo especial de adenovirus disefiados para que presenten
una capacidad litica de las células en las que se replican. Este sistema es muy eficaz y
permite la infeccion exclusiva de células tumorales. Con ello se consigue una amplificacion
del efecto del gen terapéutico mediante la expansion de la progenie del vector (1).

Los virus adenoasociados recombinantes tienen la ventaja de presentar un amplio rango de
células diana para ser infectadas, una escasa respuesta inmune y una expresién génica
mantenida (1). Respecto a la Terapia Génica antiangiogénica contra el cancer utilizando
este tipo de vectores, existen varios ejemplos de investigaciones recientes centradas en el
tratamiento del cancer de colon (in vivo e in vitro), cancer ovarico (in vivo) y glioblastoma
humano (in vivo) (34-36).

En los dltimos afios se ha prestado atencién a la posibilidad de combinar el tratamiento
antiangiogénico con quimioterapia y radioterapia. La utilizacion de estas estrategias
simultaneamente parece que podria suprimir eficazmente la angiogénesis y el crecimiento
tumoral en modelos de cancer de préstata. También un ensayo clinico de Fase lll, realizado
en China, utilizando endostatina recombinante al mismo tiempo que la quimioterapia en
cancer de pulmén de células no escamosas, ha dado como resultado un aumento
significativo en las tasas de respuesta terapéutica (1).

En la actualidad se estan reclutando pacientes para un ensayo clinico de Fase | que
comenzo6 en diciembre de 2006, promovido por el Baylor College of Medicine, y que aplica la
Terapia Génica in situ mediada por vectores adenovirales con RTVP-1 en cancer de prostata
antes de la prostatectomia radical (37). Estudios previos han confirmado en modelos
murinos el efecto antiangiogénico y antitumoral de este gen, demostrando que una sola
inyeccion intratumoral del vector adenoviral, construido con este gen, permite reducir
considerablemente el tamafio del tumor, las metastasis a pulmoén y la densidad de neovasos
sanguineos locales (38).

La Universidad de Pensilvania, en colaboracion con Biogen Idec, comenzé en marzo de 2006
el reclutamiento de pacientes para un ensayo clinico de Fase | consistente en la aplicacion
de un protocolo de Terapia Génica mediada por vectores adenovirales recombinantes (Ad-
hIFN-B), no replicativos, que contienen el gen del interfer6n-f humano. Este estudio se
disefd para evaluar la seguridad y la dosis méaxima tolerada en dos administraciones
intrapleurales de Ad-hIFN-B en pacientes con mesoteliomas pleurales malignos, con y sin
metéstasis (39).

Mas recientemente, el National Cancer Institute (NCI) de EEUU, a través del Mount Sinai
School of Medicine, ha iniciado el reclutamiento de pacientes, en enero de 2007, para un
ensayo clinico de Fase I, cuyo objetivo es la inyeccién intratumoral de un vector adenoviral
que contiene el cDNA del gen de la interleuquina-12 humana (Ad-hlIL12), en pacientes con
cancer colorrectal con metéastasis hepética. El propdsito de este estudio es determinar los
efectos secundarios, asi como la dosis maxima tolerada del vector, y evaluar la respuesta
tumoral e inmune desencadenada por esta estrategia terapéutica (40).
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CAPITULO 14
Medicina Genomica y Terapia Génica en las enfermedades
neurodegenerativas

Ramén Cacabelos y Antonio Liras

EI Proyecto Genoma Humano (PGH) representa uno de los acontecimientos cientificos mas

relevantes de la historia reciente —comparable al progreso sociocultural del Renacimiento y
la época de la llustracién— que viene a culminar los primeros pasos sobre el entendimiento
de la genética, tras el establecimiento de las Leyes de Mendel en la segunda mitad del siglo
XIX. Con el PGH se ha podido acelerar el ritmo del conocimiento cientifico en biociencias, en
biotecnologia y en medicina.

La genética y la gendmica persiguen explicar dénde estan ubicados los genes en cada uno
de los cromosomas que integran el cariotipo masculino (46XY) y el femenino (46XX); como
se organizan los genes dentro de la estructura del genoma (genémica estructural); como se
relacionan entre si; como dan lugar a la sintesis de proteinas (gendémica funcional); cémo
coordinan el desarrollo tisular; como dirigen el metabolismo celular; como planifican la
diferenciacion celular; como originan la biodiversidad y cuales son las condiciones de
normalidad genética o las condiciones de disfuncionalidad que causan enfermedades o
provocan la muerte.

El PGH, a lo largo de sus 15 afios de vida, nos ha aportado datos sustanciales y
sorprendentes, especialmente en lo que se refiere al conocimiento de la gendmica
estructural. El primer borrador de la estructura del genoma humano aparecié en febrero de
2001, presentado por el International Human Genome Sequencing Consortium (IHGSC)
junto con Celera Genomics. En el afio 2004 el IHGSC —formado por 20 instituciones de
diferentes paises— presenté el resultado final de la secuenciacion. La secuencia incompleta
(90%) de 2001 indicaba que el tamafio global del genoma humano era de 3,2 Gb (giga
bases), de las cuales 2,95 eran eucromaticas, y que so6lo un 1,1-1,4% de la secuencia global
del genoma codificaba proteinas (26000-31000 genes); es decir, sélo un 5% del 28% de la
secuencia de DNA se transcribia en RNA. Mas de la mitad del DNA gendmico consistia en
secuencias repetidas de caracteristicas variables: un 45% estaba representado por cuatro
clases de elementos de DNA parasitario; un 3% eran repeticiones de unas pocas bases sin
sentido aparente y un 5% eran duplicaciones recientes de largos segmentos de DNA. La
secuencia preliminar del genoma humano reflejaba una complejidad proteémica superior a
la de los invertebrados; cientos de genes humanos parecian resultar de la transferencia
horizontal de bacterias en determinados puntos evolutivos del linaje humano;
aproximadamente, la mitad de los genes humanos eran el resultado de la insercién de
elementos transponibles, con miles de transposones y retrotransposones inactivos; las
regiones pericentroméricas y subteloméricas de los cromosomas aparecian plagadas de
duplicaciones segmentarias de otros fragmentos distribuidos en diferentes puntos del
genoma, en cantidades muy superiores a las observadas en otras especies; la presencia de
elementos Alu en regiones ricas en GC se manifestaban como posibles factores evolutivos
favorables; la tasa de mutaciones era dos veces mas frecuente en la meiosis masculina que
en la femenina; las regiones pobres en CG se correspondian con las bandas G oscuras de
los cromosomas cariotipados; la tasa de recombinacion genética era mas alta en regiones
distales y en los brazos p (cortos) de los cromosomas, siguiendo un patréon de, al menos, un
entrecruzamiento por brazo cromosémico en cada meiosis, y, por ultimo, que el genoma
humano aparecia poblado por mas de 1,4 millones de variantes polimérficas o “"single
nucleotide polymorphisms” (SNPs), posiblemente responsables de la biodiversidad humana
y de muchas enfermedades poblacionales.

La secuencia definitiva de 2004 ofrecida por el Instituto Nacional de Investigacion del
Genoma Humano (IHGSC) (1) confirmaba gran parte de estos hallazgos, con una gran



precision y con una tasa de error inferior a un evento por cada 100000 bases. Desde
entonces ha quedado establecido que el genoma eucromatico humano de 2,88 Gb (tamafo
total=3,08 Gb) esta integrado por 2,8x10° nucleétidos que dan lugar a un catalogo genético
de 22287 loci genéticos, con un total de 34214 transcritos, correspondientes a 1,54
transcritos por locus. Estos loci portan un total de 231667 exones en 34 Mb, que
representan el 1,2% del genoma total. Las regiones no transcribibles ocupan unas 21 Mb,
equivalente a un 0,7% del genoma eucromatico. En definitiva, la estimacion mas actual
sugiere que el numero total de genes codificantes del genoma humano esta en torno a los
20.000-25.000. Las multiples duplicaciones que inundan el genoma llaman poderosamente
la atencibn porque su estructura inusual las hace vulnerables a deleciones vy
reorganizaciones genémicas con importantes consecuencias fenotipicas.

La cartografia de estos genes y su ubicacion fisica en el genoma sera la base para una
busqueda intensa de funciones (gendmica funcional), lo cual nos permitird saber quienes
somos (gendmica comparada), de donde venimos (gendmica evolutiva), a donde vamos
(genémica predictiva), como enfermamos (patogendmica) y codmo podremos protegernos
para combatir nuestras debilidades gendmicas. Este es el argumento que utilizara la
Medicina Gendmica para abordar una profunda transformacion de la labor médica, para
pasar del empirismo y del ensayo y el error a un planteamiento mucho mas cientifico y
eficaz en el ambito de las ciencias médicas.

En las células eucariotas, ademas del genoma nuclear, del que se ocupa la genémica
clasica, existe el genoma mitocondrial (DNAmMt), que fue el resultado de la simbiosis
ancestral de una bacteria (que aportara el aparato energético) con una célula eucariota
primitiva (que aportara el entorno metabdlico adecuado a la bacteria simbionte). El estudio
del DNAmt, que es aportado exclusivamente por las madres en el 6vulo fecundado, nos ha
permitido seguir el rastro de la “Eva Primitiva” y trazar la ruta evolutiva del Homo sapiens,
desde su aparicion en Africa. Asi mismo, mutaciones en el DNAmt causan multiples
enfermedades y son posiblemente responsables de la heterogeneidad genética por
heteroplasmia materna.

Medicina Genémica

Uno de los principales problemas de la medicina actual es la carencia de marcadores
presintomaticos capaces de detectar el riesgo de padecer una enfermedad muchos afios
antes de que ésta se manifieste. Lo que precisa la medicina del futuro es disponer de
marcadores predictivos que permitan identificar riesgos con antelaciéon para poder
implementar programas preventivos eficaces. En fases tempranas de la enfermedad, la
medicina convencional caracteriza el proceso patolégico subyacente mediante criterios
fenotipicos (clinica médica), marcadores bioquimicos (analitica) y, ocasionalmente,
marcadores genéticos (genética poblacional, genética mendeliana, SNPs de susceptibilidad).
En esta fase sintomatica, la Medicina Gendmica tiene que aportar marcadores moleculares
de certeza, con alta fiabilidad diagndéstica, mediante el analisis gendmico y protedmico; ello
permitird crear programas de intervencion precoz para el abordaje terapéutico temprano de
las enfermedades (Figura 1). Finalmente, en las fases tardias de la enfermedad, nuestra
medicina clasica suele valerse de tratamientos sintomaticos y paliativos, dejando que la
naturaleza haga el resto; en cambio, la Medicina Gendmica tiene que ser capaz de disefiar
estrategias eficaces para neutralizar el avance de la enfermedad mediante protocolos de
Farmacogenética y Farmacogendmica. Por lo tanto, la Medicina Gendmica tiene que
ayudarnos a entender las causas de las enfermedades desde una perspectiva etiopatogénica
molecular (gendmica, transcriptomica, proteémica, metabolémica); a diferenciar las causas
ambientales de las causas genéticas; a anticiparnos a la expresion fenotipica de la
enfermedad, y a tratarla con eficacia (Farmacogenética, Farmacogendmica, nutrigenética,
nutrigendmica, Terapia Génica) (2,3).
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Figura 1. Algoritmo general de la Medicina Gendmica basado en factores
ambientales, nutricionales y diagnoésticos para ofrecer un tratamiento
personalizado y mas eficaz en relacién a una determinada etiologia.

El recorrido natural de la Medicina Gendmica desde el entendimiento de la etiopatogenia
hasta un determinado tratamiento, pasa por conocer los genes individuales que se asocian a
la enfermedad, su interrelaciéon con otras redes genémicas responsables de la organizacion
de rutas enziméaticas (metabolomica), y sus diferentes variantes polimoérficas que influyen
en el metabolismo de los farmacos, tanto desde el punto de vista de la seguridad como de
la eficacia (Figura 2).
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Figura 2. Desde la Genética, mediante el estudio de mutaciones y variantes
polimérficas, la Gendémica por el estudio de la variacién genética, de los
defectos genéticos, de la interaccién genética y de la regulacion, a través de
diagnésticos y tratamientos particularizados, se llega a la Farmacogendémica en
sus dos vertientes Farmacogenética y Farmacogendmica.

La estructura de nuestro genoma es el resultado de la presidon evolutiva, a través de
factores positivos y negativos de seleccidon natural. También, por la distribucién aleatoria de
variantes polimoérficas de predisposicion o fortaleza; por mutaciones genéticas beneficiosas
o perjudiciales y por factores epigenéticos y fendmenos epistaticos. El genoma es una
estructura dinamica que esta en relaciéon permanente con nuestro perimundo. Del resultado
de equilibrio o desequilibrio entre el genoma y el entorno surge el estado de salud o
enfermedad, respectivamente. Los factores ambientales que mas influyen en ese equilibrio
dinamico genoma-entorno son la nutriciéon, el aire que respiramos, los liquidos que
ingerimos y los farmacos que tomamos. Estos factores ambientales tienen que servir como
elementos preventivos para evitar enfermedades, y la intervencién Farmacogenética y
Farmacogendmica tiene que ser el arma del futuro para controlar, prevenir y tratar la
enfermedad con criterios de optimizacion terapéutica individualizada.

En las sociedades en vias de desarrollo predominan las enfermedades vinculadas al
ambiente (infecciones, intoxicaciones, desnutricién, etc.). En las sociedades avanzadas
predominan las enfermedades degenerativas vinculadas a defectos gendmicos heredables.



Desde un punto de vista genético, las enfermedades pueden clasificarse en
cromosomopatias numéricas o estructurales; enfermedades mendelianas (recesivas,
dominantes, ligadas al sexo); enfermedades poligénicas/multifactoriales (complejas), y
enfermedades mitocondriales. Como norma general, cuantos mas genes estan afectados,
mas precoz es el inicio de la enfermedad, mas rapido su curso y menos eficaz es el
tratamiento; en cambio, cuantos menos genes estan afectados, mas tardia es la aparicion,
mas lento es su curso y mejor respuesta presentan al tratamiento. Esto es aplicable a un
gran numero de enfermedades del adulto y de la vejez (cardiopatias, diabetes, hipertension,
cancer, demencias, enfermedades mentales, etc.). Muchas de estas dolencias tienen
caracter degenerativo porque representan una forma degenerada de funcionamiento
metabdlico que a lo largo de la vida se manifest6 como normal pero que a partir de un
cierto momento sufre un proceso de “descarrilamiento” funcional. En esta categoria se
enmarca la degeneracion neuronal que conduce a una demencia.

El fendmeno del envejecimiento poblacional se ha convertido en un problema socio-sanitario
de primera magnitud, especialmente en las sociedades desarrolladas. Junto a la emergencia
de necesidades econdmicas, arquitectdnicas y socio-familiares inherentes a este colectivo,
en el ultimo siglo la esperanza de vida se duplic6 (esperanza media de vida actual
masculina: 78-80 afios; femenina: 82-84 afios) y con ello hizo su aparicién una modalidad
de enfermedades que anteriormente eran raras o poco frecuentes. El paradigma mas
representativo es la demencia senil, actualmente la principal causa de muerte y
discapacidad en mayores de 65 afios. La demencia senil es el prototipo de
neurodegeneracion cerebral, caracterizada por la muerte prematura de las neuronas.
Existen mas de 80 formas diferentes de demencia siendo la mas importante la enfermedad
de Alzheimer (50-60%), seguida de la demencia vascular (40-50%) y la demencia mixta
(10-15%) —la mas prevalente a partir de los 80 afios—. Otras formas de demencia son la
demencia fronto-temporal, la enfermedad de Pick, la demencia por cuerpos de Lewy o las
enfermedades pridnicas. El denominador comun de todas las demencias es la acumulacion
de proteinas anémalas en el cerebro, como consecuencia de mutaciones puntuales en genes
especificos por alteraciones en procesos post-traduccionales o por defectos en procesos
degradativos o0 conformacionales (por ejemplo, chaperonas, sistema ubiquitina-
proteasoma). Ejemplos de esta acumulacion de proteinas anémalas en procesos
neurodegenerativos son el beta-amiloide en las placas neuriticas de la enfermedad de
Alzheimer; la alfa-sinucleina en los cuerpos de Lewy de la demencia tipo Lewy y en la
enfermedad de Parkinson; la huntingtina en la enfermedad de Huntington; la proteina
prionica en las enfermedades pridnicas (enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, sindrome de
Gertsmann-Straussler, insomnio familiar fatal); la frataxina en la ataxia de Friedreich; las
ataxinas en las degeneraciones espinocerebelosas; la sacsina en la ataxia de Charlevoix-
Saguenay, y otros muchos ejemplos mas que podrian extraerse de otras multiples
enfermedades neurodegenerativas.

Entre el 60% y el 80% de los genes de nuestro genoma se expresan en cerebro. Los genes
que gobiernan el desarrollo, la maduracién y la funciéon cerebral se organizan en “clusters”
que —desde un punto didactico— pueden clasificarse en genes estructurales, genes
funcionales, ergogenes (desarrollo y maduraciéon neuronal), tanatogenes (apoptosis y
muerte neuronal programada), autogenes reguladores, oncogenes, y gerontogenes. Cuando
la alteracion en estas redes genéticas ocurre antes o durante el desarrollo cerebral se
producen agenesias; cuando la alteracion ocurre en fase de diferenciacion neuronal se
produce la teratogénesis; cuando el defecto surge antes de la diferenciacién se produce la
oncogénesis; cuando la disfuncion se manifiesta en fase madurativa emergen los problemas
mentales y neuropsiquiatricos; y cuando la disfuncidon poligénica se expresa en fases post-
madurativas entonces se activan los procesos neurodegenerativos que inducen la muerte
prematura de las neuronas (Figura 3).
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Figura 3. Redes genéticas del cerebro y consecuencias de su disfuncion
espacio-temporal.

Todas las células de nuestro organismo estan programadas para vivir minutos, horas, dias,
semanas, meses o0 afios, excepto las neuronas, que son el sensor de nuestra longevidad de
especie; por ello sobreviven tanto como cada uno de nosotros. En el caso de la demencia
degenerativa primaria tipo Alzheimer, las neuronas empiezan a morir en periodos
relativamente tempranos de la vida, cuando las neuronas dejan de madurar a los 25-30
afnos de edad. A partir de entonces se activa una cascada de eventos genéticos y
metabdlicos que provocan una muerte progresiva de las neuronas, cuya muerte continuada
a lo largo de mas de 30 afios ocasiona una despoblacion cerebral que da lugar a la
demencia. Después de morir miles de millones de neuronas, tras mas de 30-40 afos de
deceso celular continuo, se manifiestan los sintomas clinicos de la demencia (pérdida de
memoria, desorientacion témporo-espacial, afasia, apraxia, agnosia, trastorno de conducta,
discapacidad funcional). La prevalencia de demencia aumenta del 1% a los 50-60 afos, a
mas del 30% a partir de los 80 afos. Hasta el momento actual se han identificado mas de
200 genes relacionados con el proceso neurodegenerativo en la enfermedad de Alzheimer.

El gen de la apolipoproteina E (APOE) es un gen pleiotropico que participa en multiples
procesos metabdlicos, como el transporte de lipidos, el metabolismo del colesterol, la
madurez cerebral, el procesamiento de grasas en el higado, etc., y cuyo alelo E4 se asocia a
una mayor prevalencia de la enfermedad de Alzheimer. Los tres alelos APOE presentes en la
poblacion general son el épsilon (E) 2, 3 y 4, que dan lugar a 6 genotipos APOE: APOE-2/2
(<1%), APOE-2/3 (3-4%), APOE-2/4 (1-2%), APOE-3/3 (50-60%), APOE-3/4 (20-40%) y
APOE-4/4 (1-10%). ElI APOE-4 se acumula en pacientes de Alzheimer y representa el
principal factor de riesgo actual de demencia en mas del 30-40% de los casos, mientras que
el APOE-2 parece ser un factor protector.

Estrategias terapéuticas: Farmacogenética y Farmacogendmica

En los dltimos 20 afios el tratamiento de la demencia degenerativa se ha abordado
mediante cinco medicamentos, cuatro de ellos inhibidores de acetilcolinesterasa (tacrina,
donepezilo, rivastigmina y galantamina) y un antagonista parcial de receptores NMDA
(memantina), todos, en general, de escasa eficacia y pobre relacién beneficio-coste. En la
actualidad (4,5) se estan desarrollando multiples lineas de intervencion terapéutica: 1)
Intervencion sobre factores genéticos mediante Terapia Génica y silenciamiento genético
por RNAi; 2) Terapia anti-amiloidea con inhibidores de beta o gamma-secretasas,



activadores de alfa-secretasa, inhibidores de la agregacion y fibrilogénesis amiloide, agentes
quelantes de cobre, solubilizadores de beta-amiloide, inhibidores de la formacién de APP, y
reguladores selectivos de beta-amiloide, asi como vacunas anti-amiloide; 3) Intervencién
anti-tauopética con activadores de fosfatasas, inhibidores de GSK-3, inhibidores de Cdk5,
inhibidores de p38 e inhibidores JNK que disminuyen o derogan la hiperfosforilacion de las
proteinas tau que conforman los ovillos neurofibrilares y desestructuran el citoesqueleto
neuronal; 4) Inhibidores selectivos de caspasas para evitar la apoptosis neuronal; 5)
Terapia con células madre, activadores de la neuritogénesis y de la sinaptogénesis,
inhibidores NOGO e inhibidores MOP para prevenir o evitar la muerte neuronal; 6)
Regulacion de procesos neuroinflamatorios con inhibidores de la COX-1 y la COX-2,
agonistas PPARA y PPARG, antinflamatorios no esteroideos noveles, e inhibidores
citoquinicos; 7) Agentes antioxidantes naturales y sintéticos; 8) Inhibidores de reacciones
excitotdoxicas, como antagonistas NMDA, ampakinas y moduladores de transportadores
glutamatérgicos; 9) Agentes bloqueantes de los canales de calcio; 10) Reguladores de
disfuncién lipidica, como las estatinas, los agonistas PPARG y las lipoproteinas; y, 11)
Agentes vasoactivos para regular la funcién cerebrovascular, como son los inhibidores de la
accion del 6xido nitrico, los inhibidores HIF o los agonistas de receptores hepaticos.

La gran contribucion de la Medicina Gendmica a la terapéutica del Alzheimer es la
implantacion de protocolos basicos y clinicos para el desarrollo de estrategias
farmacogenéticas y farmacogenémicas (6-9) (Figura 4). El 65-90% de la eficacia y
seguridad de un farmaco depende de factores genéticos. Aunque ambos términos pueden
intercambiarse, por razones didacticas entendemos por Farmacogendmica el estudio de los
factores que determinan la eficacia de un farmaco en relacién a su efecto regulador de la
expresion de genes causales o relacionados con la patogenia de una enfermedad, mientras
que por Farmacogenética entendemos el estudio de los factores que determinan la
seguridad de un farmaco en términos de su metabolismo hepatico asociado a un conjunto
de genes responsables de su biotransformacién y farmacocinética. Por lo tanto, de acuerdo
a esta definicion, la Farmacogendmica se ocuparia mas de aquellos factores genéticos
relacionados con la eficacia de un medicamento, y la Farmacogenética trataria de los genes
responsables de su seguridad farmacoldgica. En la préactica es imposible desvincular ambos
conceptos.
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Figura 4. Farmacogenémica basica y clinica en la enfermedad de Alzheimer.

Asumiendo que existen en nuestro genoma unos 1500 genes relacionados especificamente
con el metabolismo de farmacos y unos 3000-5000 genes asociados a enfermedades
concretas, podria decirse que la red genética que resultara de la integracién funcional de
todos estos genes podria discriminar entre 4,5 y 7,5 millones de agentes xenobidticos que
interaccionaran con un organismo humano.

Desde un punto de vista practico, cualquier persona es consciente de que un medicamento
funciona mejor en unos pacientes que en otros. La razén fundamental de esta variabilidad
en la eficacia de un farmaco es de origen genético en mas del 50% de los casos. En la
enfermedad de Alzheimer, no mas de un 10-20% de los pacientes responden con moderada
eficacia a los farmacos disponibles. Las causas de este fracaso terapéutico son multiples:
efectos secundarios, intolerancia, el no cumplimiento, factores metabdlicos vy
farmacocinéticos, trastornos nutricionales y factores genéticos. Por ejemplo, todos los
pacientes portadores del genotipo APOE-4/4 son “malos” respondedores a cualquier tipo de
tratamiento anti-Alzheimer de los actualmente en uso. El gran reto de la Medicina
Gendmica, ademas del disefio de nuevos farmacos adaptados a las necesidades del genoma
enfermo para regular la expresibn de genes andémalos mediante estrategias
farmacogendémicas, es estandarizar los protocolos farmacogenéticos para dar el farmaco
mas adecuado a un paciente concreto, en la dosis 6ptima y de forma individualizada (10-
13). Este es el patrimonio de la Farmacogenética. En este campo destacan los genes de la
familia CYP (citocromo P450), integrada por mas de 200 genes que se encuentran tanto en
vertebrados como en invertebrados.

Terapia génica para las enfermedades neurodegenerativas: El cerebro como
objetivo

El uso de la Terapia Génica para corregir o reemplazar genes relacionados con el sistema
nervioso es un reto que puede ser alcanzable a largo plazo (14).

Los protocolos en este sentido, se orientan en base a dos objetivos concretos y la vez muy
complejos: uno hacia las patologias monogénicas como son las alteraciones del
almacenamiento lisosomal, y otro hacia las enfermedades mas complejas desde un punto de
vista genético como son la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson.

A nadie escapa que el adentrarse en el sistema nervioso es harto complicado, asi que en
Terapia Génica, para lograr la introduccion de un gen, los retos son todavia mayores. Se
debe acumular, para lograr el éxito, una inmensa cantidad de conocimientos
interrelacionados, entre funciones y expresion de genes lo que servird para el disefio muy
especifico de vectores para la liberacion de los genes en zonas concretas del cerebro.

Aunque, siendo honestos, estamos todavia en los albores, podemos decir que se han
planteado ya muy buenas ideas para comenzar. Una de ellas es sin lugar a dudas el
silenciamiento de genes utilizando los llamados RNA silentes o de interferencia (iRNA)
—tema que se trata en otro capitulo de este libro—. Aunque son muchos los trabajos al
respecto, son los trabajos de Farah y colaboradores (15) los que llegan mas lejos en la
aplicacion de esta estrategia para las enfermedades neurodegenerativas. Especialmente, es
interesante este abordaje, mediante la expresion de shRNAs, en aquellas patologias de
caracter autosémico dominante como son por ejemplo la ataxia espinocerebelar, la
esclerosis amiotrofica lateral, la enfermedad de Huntington o la amiloidosis. Los abordajes
en este sentido se basan en la utilizacion de vectores no virales

Enfermedad de Wilson



La enfermedad de Wilson es una rara enfermedad de final fatal, hereditaria de caracter
autosdmico recesivo, con una incidencia aproximada de 1/30000. Se caracteriza por la
acumulacion de cobre en los tejidos, especialmente en higado, sistema nervioso y globo
ocular. Esto se traduce en hepatitis e incluso cirrosis, sintomas neurolégicos, como la
pérdida de memoria, la dificultad de coordinacion o temblores, y cataratas. Afecta por igual
a hombres y mujeres de cualquier raza.

La causa es una mutacion en el gen ATP7B —situado en el brazo largo del cromosoma 13—
que codifica un transportador de cobre que transfiere el metal desde los hepatocitos hasta
la bilis. El tratamiento actual no es efectivo y el transplante de higado puede ser la solucién
tan solo paliativa de los sintomas que mas comprometen la vida del paciente.

Por esta razon, la Terapia Génica seria una buena alternativa para este tipo de pacientes.
Asi, en modelos de enfermedad de Wilson en rata (16) se ha expresado el gen defectuoso
mediante vectores adenovirales y lentivirales. Los resultados demuestran la reversion de los
sintomas aunque de manera transitoria.

Esclerosis lateral amiotrofica

Se trata de una patologia que afecta a neuronas motoras de forma devastadora y que hoy
por hoy no se conoce su patogenia aunque se apunta que la excitotoxicidad y el estrés
oxidativo podrian ser factores desencadenantes (17). Sus sintomas son disfagia, disartria,
distrés respiratorio, dolor y desérdenes psicolégicos. El futuro para la Esclerosis lateral
amiotroéfica, en particular, como lo sera para las enfermedades neurodegenerativas, en
general, se basara en la combinacion de la Terapia Génica y la Terapia Celular, utilizando
células madre (18).

Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es un desorden crénico y progresivo cuyo tratamiento actual
tan solo retarda la aparicion de los sintomas graves de la enfermedad que se relacionan con
una alteracion severa de la coordinacion neuro-motora. La Terapia Génica podria ser —¢por
qué no?— una alternativa para esta grave enfermedad neurodegenerativa (19). Hasta ahora
en modelos animales de esta enfermedad los mejores resultados se han obtenido mediante
estrategias in vivo y utilizando vectores virales, fundamentalmente, los vectores
adenoasociados por ser los mas seguros y eficaces.

Asi, se ha demostrado (20) que la inyeccion estereotaxica de vectores en cerebros de
primates consigue una expresion continua y selectiva de proteinas en zonas muy concretas
del cerebro sin una toxicidad apreciable.

Es sabido que la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson
conduce a cambios en el circuito de los ganglios basales como es la disminucién inhibitoria
dependiente de GABA hacia el nucleo subtalamico. EI GABA o acido gamma-aminobutirico,
que deriva del &cido glutamico mediante descarboxilacién catalizada por la glutamato-
descarboxilasa (GAD), es el principal neurotransmisor inhibitorio cerebral.

En base a esta premisa, Kaplitt y colaboradores (21), han evaluado la seguridad, tolerancia
y eficacia de la transferencia, mediante vectores adenoasociados (AAV), del gen de la
enzima glutamato-descarboxilasa (GAD) en el nucleo subtaldmico de pacientes con la
enfermedad de Parkinson. En este ensayo no se observan efectos adversos relacionados con
el protocolo de Terapia Génica utilizado y, ademas, los parametros que evalluan el grado de
la enfermedad de Parkinson como el UPDRS (“Unified Parkinson's Disease Rating Scale™), el
ADL (“Scales of activities of daily living™), las pruebas neuro-psicolégicas y el PET (“Imaging
with 18-fluorodeoxyglucose™), demuestran ya una clara mejoria de los pacientes durante los
noventa primeros dias después de la transferencia génica manteniéndose mas alla de los 12
meses. En concreto, los datos de PET revelaron una reduccion sustancial del metabolismo



taldmico restringido al hemisferio tratado con una clara correlacién entre la clinica de las
capacidades motoras y el metabolismo cerebral en la zona suplementaria del area motora.
El hallazgo méas importante de estos estudios es que se logra la transferencia de un gen en
una zona muy concreta del cerebro, algo que hasta ahora era impensable y no se habia
logrado todavia. A pesar de ello se trata también, aunque de forma mas sofisticada y
arriesgada, de un tratamiento paliativo de los sintomas pero en ninglin caso —y este el gran
reto todavia pendiente— capaz de evitar la apoptosis y muerte neuronal que es el hecho
fundamental que agrava el progreso de la enfermedad y la hace irreversiblemente fatal.

Sobre la base de estos estudios, hay en curso tres ensayos clinicos de Fase | utilizando
también AAV que portan el gen de la enzima L-amino &cido aroméatico descarboxilasa. Uno
de ellos (22) estd promovido por Genzyme. El estudio comenzd en febrero de 2007 y
todavia se esta llevando a cabo el reclutamiento de los pacientes, todos ellos con la
enfermedad de Parkinson. El titulo del proyecto es: “A Phase I open label safety study of
intrastriatal infusion of adeno-associated virus encoding human aromatic L-amino acid
decarboxylase (AAV-hAADC-2) in subjects with Parkinson's disease”. El propdsito
fundamental de este ensayo es estudiar la seguridad de los vectores de transferencia, en
cuanto a los efectos adversos relacionados con la inmunogenicidad y las reacciones
anafilacticas o de inflamacion.

Aunque el papel que desempefia el sistema enzimatico de la L-amino acido aromatico
descarboxilasa ya se ha comentado anteriormente las premisas fundamentales para iniciar
este ensayo clinico se muestran en cuadro siguiente:

. En un paciente con la enfermedad de Parkinson el cuerpo calloso pierde progresivamente su
capacidad para enviar sefiales de dopamina al cuerpo estriado.

. Para compensar la disminucion de dopamina en el cuerpo estriado, se administra L-dopa a los
pacientes, droga que se convierte en dopamina a través da la amino acido aromatico
descarboxilasa (AADC).

. Con el tiempo el cerebro pierde su capacidad remanente de convertir la L-dopa en dopamina
haciéndose progresivamente y del todo ineficaz el farmaco.

. En el protocolo de Terapia Génica que se pretende utilizar mediante la insercion del gen de la
AADC, se utiliza un vector viral adenoasociado no patogénico al cual mas del 90% de los
individuos han sido expuestos de forma natural en su vida, por lo que no cabe esperar reacciones
inmunogénicas.

. El vector es tejido especifico —neurotrépico— y se dirige fundamentalmente a neuronas.

. La construccién génica formada por el vector (AAV) y el gen terapéutico (hAADC-2), se inyecta en
el ndcleo estriado mediante un procedimiento quirdrgico que no esta, evidentemente, exento de
riesgo.

. La administracién de L-dona se continua de forma simultanea tras la inveccion del vector.

Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa, que se manifiesta por
un deterioro cognitivo y trastornos conductuales. Se caracteriza por una pérdida progresiva
de la memoria y de otras capacidades mentales, en correlacion directa con la muerte
neuronal de diferentes zonas del cerebro. La enfermedad suele tener una duracién media de
10 a 12 afios.

Los estudios de Terapia Génica para esta patologia se han centrado obviamente en activar
el crecimiento neuronal mediante el aporte de factores de crecimiento nervioso que
estimulan la funcién colinérgica y previenen la muerte neuronal. Asi, Braddock (23) ha
estudiado la liberacién de factor de crecimiento anabdlico en cerebros de pacientes con
enfermedad de Alzheimer en grado moderado, utilizando fibroblastos autdlogos modificados
ex vivo para producir factor de crecimiento nervioso (NGF). En este sentido, estudios en
ensayo clinico de Fase | estan demostrando una muy buena tolerancia y un mantenimiento
sostenido del declive cognoscitivo de los pacientes en correlacion con el incremento en la
actividad metabdlica de la corteza cerebral.



En esta misma direccion se esta investigando la activacion de rutas anti-apoptoéticas y la
inhibicibn de las vias pro-apoptéticas, asi como la funcionalidad de determinados
mecanismos celulares que estan implicados directa o indirectamente en estas vias, como es
el caso del sistema ERK/MAPK (“extracellular signal-regulated kinase/mitogen-activated
protein kinase”) o el sistema CREB (“cAMP response element-binding”) (24).

Terapia Génica y Terapia Celular aplicadas a la enfermedad de Parkinson y Alzheimer

Sin lugar a dudas la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer son las
enfermedades neurodegenerativas mas comunes. No es de extrafar, por ello, que sean el
objetivo principal tanto de la Terapia Génica como de la Terapia Celular.

Dado ademas que la edad es un factor condicionante fundamental para el
desencadenamiento y progresiéon de estas dos enfermedades, es facil imaginar que el
namero de pacientes —vista la mayor expectativa de vida actual— se incremente
dramaticamente en los proximos afios. Por otro lado, las terapias actuales son claramente
insuficientes y en el mejor de los casos tan solo paliativas. Por esta razdbn es muy
importante y prioritario aprovechar el avance en los conocimientos moleculares relacionados
con la etiopatogenia de estas y otras muchas enfermedades humanas. El direccionamiento
sobre la causa intima, que evidentemente reside en los componentes de la maquinaria
molecular de las neuronas, es el objetivo que persigue la Terapia Génica y la Medicina
Regenerativa a través de la Terapia Celular (25). El futuro esta, sin lugar a dudas, en la
utilizacion de células madre adultas o embrionarias que puedan servir de vehiculos de genes
y/0 moléculas correctoras de un defecto molecular.

Respecto a la Farmacogendmica, en general, los retos para su aplicacion en la medicina
clinica practica estan planteados y muchos de ellos ya estan en marcha (26).
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CAPITULO 15
Normativa sobre ensayos clinicos con medicamentos de
Terapia Génica

Maria Antonia Serrano

La Terapia Génica supone una estrategia novedosa e interesante de tratamiento que

plantea interrogantes especificos que deben ser abordados a lo largo de su investigacion. En
efecto, los medicamentos de Terapia Génica se definen entre las terapias avanzadas en el
Articulo 47 de la Ley 29/2006 (1) que constituye la norma basica que regula la autorizacion
de medicamentos. Por ello, en base a su consideracion de medicamento, los ensayos
clinicos de Terapia Génica deben seguir la normativa general sobre ensayos clinicos con
medicamentos (1,2), y en su caso, la legislacion sobre organismos modificados
genéticamente (3,4). Sin embargo, hay que tener también en cuenta los requisitos
especificos sobre medicamentos de Terapia Génica en el contexto de las normas sobre
registro de medicamentos. En este capitulo se pretende dar una visidon global del marco
legal mencionado.

Normativa europea

Desde el 1 de mayo de 2004, fecha limite para la entrada en vigor de la Directiva
2001/20/CE (5), los paises del Area Econdmica Europea tienen, por primera vez, un marco
legal comun que regula los ensayos clinicos con medicamentos cuyo objetivo basico es
garantizar el bienestar y respeto a los derechos de los sujetos participantes en la
investigaciéon, asi como la calidad de los resultados que se obtengan. Ademas, este marco
fomenta la transparencia respecto a la investigacion realizada.

Agencia Europea de Medicamentos. La Agencia Europea de
Medicamentos (EMEA) es un organismo descentralizado de la
Unién Europea que tiene su sede en Londres. Su principal
responsabilidad es la proteccién y promocion de la salud publica
y animal, mediante la evaluacion y supervision de los
medicamentos de uso humano y veterinario. Es responsable de
la evaluacion cientifica de las solicitudes europeas de
autorizacion de comercializacién de medicamentos.
[http://europa.eu/agencies/community_agencies/emea/index_e
s.htm)

Los fundamentos mas importantes son:
- La proteccion de los sujetos del ensayo, mediante las garantias cientificas del ensayo,
el respeto a los principios éticos que deben regir toda investigaciéon biomédica y la
obligacion de disponer de un seguro que cubra los dafos que pudiera sufrir el sujeto

como consecuencia de su participacion en el ensayo.

- El cumplimiento de las Normas de Buena Préactica Clinica (BPC).



- La calidad de los medicamentos en investigacion, mediante la aplicacion de las Normas
de Correcta Fabricacion Europeas en el proceso de su elaboracién, en especial el Anexo
13.

- Garantia publica de que dichos requisitos se cumplen, mediante la evaluacion
independiente de los proyectos en cada Estado por un Comité Etico (en nuestro Pais
Comité Etico de Investigacion Clinica 6 CEIC), y su autorizacién por parte de la
Autoridad Competente (en nuestro Pais la Agencia Espafiola de Medicamentos y

Productos Sanitarios 6 AEMPS).

- La obligatoriedad de aplicar el dictamen unico dentro de un plazo maximo. Esto supone
gue con independencia del namero de Comités Eticos existentes en un Estado, el
dictamen ético sobre el ensayo debe ser uno solo aplicable en todo el Estado.

- Un formato estandar de la documentacion del ensayo clinico para toda la Comunidad
Europea.

- Obligatoriedad de registrar todos los ensayos clinicos con algin centro participante de
la Comunidad Europea en una Base de Datos Europea de Ensayos Clinicos (EudraCT), y
todas las reacciones adversas graves e inesperadas que ocurran en ellos en una Base de
Datos Europea de Reacciones Adversas (EudravigilanceCT). Estas bases de datos
actualmente son accesibles solo para las autoridades competentes que autorizan los
ensayos clinicos, la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA) y la Comisién Europea.

- Se prohiben los ensayos clinicos con medicamentos de Terapia Génica que produzcan
modificaciones en la identidad génica de la linea germinal del sujeto.

- Se potencia la cooperacién entre las autoridades competentes en el Area Econémica
Europea, especialmente en materia de inspeccion.

Cabe sefialar que muchos de estos requerimientos ya constaban en la legislacion de
ensayos clinicos de 1993 (6).

La Directiva 2001/20/CE (5) ha sido desarrollada mediante dos Directivas de la Comision
(7,8) y abundantes documentos de recomendaciones recientemente recopiladas en el
Volumen 10 de la Legislacion Farmacéutica Europea (9). Todos ellos se resumen en la
Tabla I.

Normativa Espaiola

En Espafia, el marco legal que regula con caracter general los ensayos clinicos con
medicamentos esta constituido por la recientemente aprobada Ley 29/2006, de 26 de julio,
de garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios (1), que ha
sustituido a la Ley 25/1990, de 20 de diciembre, del Medicamento (10), con sus normas de
desarrollo.

El Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero de 2004, por el que se regulan los ensayos
clinicos con medicamentos (2), constituye la norma de desarrollo mas extensa y especifica,
y en ella, ademas, de incorporar a nuestro ordenamiento juridico la Directiva 2001/20/CE,
hace referencia a otras normas, mediante la necesidad de garantizar la proteccidon de datos
(11,12) o la necesidad de que los medicamentos en investigacion se elaboren siguiendo las
normas europeas de correcta fabricacion (13,14).

Con el fin de aclarar la documentacion del ensayo que debe presentarse a la AEMPS y a los
CEIC y disipar otras dudas planteadas con frecuencia por los promotores, la AEMPS ha



elaborado el documento “Aclaraciones sobre la aplicacion de la normativa sobre ensayos
clinicos desde el 1 de mayo de 2004” (15) que se actualiza periddicamente.

Tabla 1
Resumen de la normativa de desarrollo de la Directiva 2001/20/CE de la coleccién EudraLex (Ref. 9)

Norma Objeto de aplicacion
Directiva 2001/20/CE (5), transpuesta Primera norma de ambito comunitario que regula los ensayos clinicos
mediante el Real Decreto 223/2004 (2) |en la Comunidad Europea.

Guia sobre la documentacion para las Describe la documentacion del ensayo clinico.

Autoridades competentes (16)

Guia sobre los requisitos sobre la Se refiere a los datos que son necesarios incluir en la parte de calidad
documentacién de la parte de calidad del expediente de medicamentos en investigacién para los

del Expediente de Medicamentos en medicamentos de naturaleza quimica o plantas medicinales, teniendo
Investigacion (28) en cuenta la fase del ensayo.

Guia sobre la documentacion para los Describe la documentacion del ensayo que debe presentarse a un
Comités Eticos (17) Comité Etico, antes del inicio del ensayo (nuevo protocolo) después de

comenzado el ensayo (modificaciones relevantes y datos de seguridad)
y una vez finalizado el ensayo (notificacion de la finalizacion del
mismo).

Guia sobre EudraCT (19) Describe las caracteristicas de la aplicacion EudraCT.

Guia sobre aspectos de seguridad (20) Se refiere al seguimiento de la seguridad en el ensayo, especialmente a
la recogida, verificaciéon y notificacidon de reacciones adversas ocurridas
en ensayos clinicos.

Guia sobre EudravigilanceCT (26) Guia sobre las caracteristicas de la base de datos europea en la que se
deben registrar todas las notificaciones de reacciones adversas graves
e inesperadas asociadas a los medicamentos en investigacion.

Directiva de la Comisién 2005/28/CE, Establece los principios y guias detalladas de las normas de buena

de 8 de abril (7). Esta en tramite de practica clinica en lo que se refiere a ensayos clinicos con

transposicion mediante una orden medicamentos de uso humano, asi como los requisitos para la

ministerial. autorizacion de fabricaciéon o importacion de estos medicamentos y
sobre las inspecciones.

CPMP/ICH/135/95 Guia sobre normas Documento que define los principios y estandares de BPC aceptados

de Buena Préctica Clinica (18) por los paises que participan en la Conferencia Internacional de

Armonizacion (ICH).

Recomendaciones sobre el contenido del | Se refiere a los documentos que como minimo deben guardarse en el
archivo maestro y métodos de archivo archivo, la calidad de los mismos, los estandares minimos que deben
(27) reunir las condiciones de archivo y la duracién del almacenamiento.
Directiva 2003/94/EC (8) de la Comisién | Se refiere a los principios y normas de correcta fabricacion que deben
de 8 de octubre, transpuesta mediante | cumplir los medicamentos en investigacion (14)

el Real Decreto 223/2004 (2) y Real
Decreto 2183/2004 (13)

Solicitud de autorizacion de un ensayo clinico por la AEMPS o de dictamen por el
CEIC

En todo ensayo clinico el promotor es la persona fisica o juridica responsable de la
realizacién del ensayo clinico en Espafia (Articulo 35 del Real Decreto 223/2004) (2). Debe
ser unico e idéntico en todos los documentos.

La documentacién del ensayo que se remite a la AEMPS o al CEIC debe ser presentada por
el solicitante que debe ser el promotor o una persona fisica o juridica autorizada por éste.

Los documentos que deben presentarse para solicitar la autorizacion inicial del ensayo a la
AEMPS o el dictamen del CEIC se describen en la Tabla II. La mayoria de estos
documentos deben estructurarse conforme a criterios europeos, destacando entre ellos el
protocolo, el manual del investigador y el expediente del medicamento en investigacion.

El Protocolo es el documento donde se describe el ensayo clinico. Su estructura y contenido
deben ajustarse a lo indicado en las guias europeas sobre la documentacion del ensayo para
la autoridad competente (16) y para el Comité Etico (17) y, por tanto, a la Seccién 6 del
documento CPMP/ICH/135/95 de Normas de Buena Préactica Clinica (18). En él, debe



consignarse también lo siguiente: i) Justificacidon, en su caso, de la inclusion de menores, o
incapacitados; ii) Definicibn de qué se considerara final del ensayo clinico y cuales son las
previsiones de tratamiento o seguimiento de los sujetos una vez finalizado el ensayo cuando
éstos no sean los propios de la practica clinica habitual; iii) Firma del investigador
coordinador del ensayo o de los investigadores principales; iv) En los ensayos
internacionales, cuando el promotor en Espafia sea diferente del promotor en otros paises,
esto debera constar en el protocolo. En este caso se documentaran las previsiones de
gestion y analisis integrado de los datos.

Todo ensayo clinico debe identificarse mediante dos elementos que deben permanecer
invariables a lo largo de todo el ensayo (15,16): El Cddigo del Promotor asignado por éste,
que contendrad un maximo de 35 caracteres alfanumeéricos sin espacios y sin incluir fechas o
versiones y el Numero EudraCT que se asigna de forma centralizada en la web de la
EudraCT (15,19) con el formato AAAA-NNNNNN-CC. El titulo debe acompafiarse de un
numero de versién o fecha. Estos ultimos no deben cambiar al traducir la version original
del protocolo.

Agencia Espanola de
Medicamentos y
Productos Sanitarios

Agencia Espaiiola de Medicamentos y Productos Sanitarios.
La Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
tiene como funcién garantizar a la sociedad la calidad, seguridad,
eficacia y correcta informacién de los medicamentos y productos
sanitarios en el mas amplio sentido, desde su investigacion hasta
su utilizacién, en interés de la protecciéon y promocién de la salud
de las personas y de los animales. Desarrolla su labor desde la
perspectiva de servicio publico, priorizando el interés de los
pacientes y de los profesionales sanitarios, asumiendo la
responsabilidad y el deber de ser el referente cientifico-técnico en
relacion con los medicamentos y productos sanitarios y con la
responsabilidad de promover el progreso social que los avances en
terapéutica implican, trabajando en colaboracién con las
Autoridades sanitarias, tanto nacionales como europeas.
[http://www.agemed.es/]

La informacién sobre los medicamentos en investigacion para los investigadores debe
constar en el Manual del Investigador. Este documento contiene los datos no-clinicos y
clinicos que avalan el uso de los medicamentos en investigacion en las condiciones del
ensayo clinico (16,17). Su estructura debe ajustarse a la Seccion 7 del documento
CPMP/ICH/135/95 de normas BPC (18). Cuando el medicamento esté autorizado en algun
Estado Miembro, podra sustituirse por la ficha técnica sola o acomparfiada de los datos que
justifiquen el uso del mismo en las condiciones del ensayo, cuando éstas difieran de las que
constan en la ficha técnica.

El Manual del Investigador sera la referencia para evaluar el caracter esperado o no de una
reaccion adversa (20). Es necesario para cada medicamento en investigacion, aunque la
cantidad de informacién dependera de la situacion de autorizacion del mismo. Cuando los
medicamentos en investigacion estén autorizados en Espafia, y en el ensayo clinico el
tratamiento se defina por principio activo, aceptandose el uso de cualquier marca comercial,
el promotor elegira una ficha técnica modelo para cada grupo de medicamentos con igual
composicidon. En los ensayos clinicos internacionales, en los que el medicamento esta
autorizado en varios paises, el promotor deberéa elegir la ficha técnica que utilizara en todos
los paises como equivalente al Manual del Investigador.



Tabla II
Documentacion necesaria para el inicio de un ensayo clinico

Solicitud Inicial

Destinatario de la

y Documentacion
documentacion

AEMPS y CEIC Carta de acompafamiento; formulario de solicitud; protocolo; Manual del
Investigador; hoja de informacién para el paciente.
AEMPS Archivo XML (“Full”) obtenido en EudraCT; expediente del medicamento en

investigacion abreviado o completo; documentacién que acredite el cumplimiento
de normas de correcta fabricacién en el caso de medicamentos no autorizados en
el Area Econémica Europea (15); solicitud de calificacion de PEI; recibo del pago
de la tasa de ensayo clinico; copia del dictamen del CEIC (antes del dia 60); copia
de la conformidad de la direccion de, al menos, uno de los centros incluidos en el
dictamen del CEIC (antes del dia 60).
CEIC Documentacion del consentimiento informado; plan de reclutamiento de los
sujetos; seguro o garantia financiera o documento de asuncion de
responsabilidad.
Para cada centro: Idoneidad de los investigadores; idoneidad de las instalaciones;
memoria econémica.

Solicitud de modificaciones relevantes
AEMPS y CEIC Carta de acompafamiento; formulario de solicitud; extracto de los documentos
modificados; documentos modificados; informacién de soporte que justifique los
cambios; XML del formulario de solicitud inicial si cambian los datos.

El Expediente del Medicamento en Investigacion es un documento que debe presentarse
Unicamente a la AEMPS. Su contenido debe ajustarse a la Seccion 4.1.6 de la Guia Europea
que especifica la documentaciéon del ensayo para las autoridades competentes (16) y puede
ser completo o abreviado. Debe contener datos de calidad, no-clinicos y clinicos que
justifiquen la administracién de todos los medicamentos en investigacion en las condiciones
de uso del EC. Puede hacerse una referencia cruzada al manual del investigador para evitar
la repeticiéon de datos no-clinicos y clinicos. Generalmente, cuando un medicamento esta
autorizado en la Comunidad Europea este documento no es necesario.

Los medicamentos que requieren un Expediente del Medicamento en Investigacion
Completo son aquellos no autorizados en ningun Estado de la Comunidad Europea y que
contengan algun principio activo que no forme parte de los medicamentos autorizados en
Espafia. Para los medicamentos de origen biolégico, un fabricante diferente significa un
principio activo distinto. En este caso, como parte de la documentacidon del ensayo debe
presentarse una solicitud de Calificacion de Producto en Fase de Investigacion Clinica (PEI)
(2,15).

Actualmente, los medicamentos de Terapia Génica cumplen estos requisitos y, por tanto,
también necesitan la Calificacién de PEI.

La mayoria de los ensayos clinicos se realizan con el fin de presentar sus resultados como
aval para el registro de nuevos medicamentos. Por ello, en la elaboraciéon del Expediente del
Medicamento en Investigacion se recomienda tener en cuenta la ORDEN SC0O/341/2003, de
26 de noviembre (21) donde se identifica el tipo de informacidon que es necesario presentar
cuando se solicita el registro de un medicamento a la AEMPS para avalar la calidad,
seguridad y eficacia de un medicamento (informacién quimica, farmacéutica y bioldgica
respecto a la caracterizacion del medicamento y el proceso de fabricaciéon, informacién no
clinica referente a los estudios realizados en células o modelos animales, y los datos
clinicos). La Seccion IV de dicha orden trata los aspectos especificos que deben tenerse en
cuenta para los medicamentos de terapia avanzada.



Ademas, otros documentos pueden ser de interés, tales como la monografia sobre los
medicamentos de Terapia Génica de la Farmacopea Europea (22) o las guias elaboradas por
la EMEA sobre este tipo de medicamentos.

Una vez que se recibe la solicitud de autorizacién de un ensayo clinico en la AEMPS se sigue
el siguiente procedimiento: En los 10 dias naturales siguientes a la fecha de entrada tiene
lugar la validacion de la solicitud. Si la solicitud contiene toda la documentacién requerida,
el solicitante recibe por fax una notificacién de recepcidén de solicitud valida especificando la
fecha de inicio del periodo de evaluacidon, que normalmente consiste en un plazo maximo de
90 dias en el caso de ensayos clinicos con medicamentos de Terapia Génica, de Terapia
Celular o que contengan organismos modificados genéticamente. Cuando la solicitud no es
valida, el solicitante recibe también por fax un requerimiento de subsanacién, al que debe
responder en un plazo de 10 dias naturales.

Durante el periodo de evaluacion la AEMPS puede solicitar aclaraciones y la autorizacion
sera siempre resuelta no mas tarde del dia 90, siempre que se haya notificado previamente
el dictamen favorable del CEIC y la conformidad de la direccién del centro.

En el caso de ensayos clinicos multicéntricos, la AEMPS necesita para autorizar el ensayo el
dictamen favorable del CEIC de referencia y la conformidad de la direccion de, al menos,
uno de los centros incluidos en el dictamen del CEIC al dia 90. La conformidad de los demas
centros incluidos en el dictamen del CEIC debe notificarse siempre antes del inicio del
ensayo en cada centro.

Una vez iniciado un ensayo clinico éste puede sufrir modificaciones que pueden ser
relevantes o no relevantes (15,16). Son relevantes, por ejemplo, las que pueden tener un
impacto significativo en la seguridad o integridad fisica o mental de los pacientes, en los
valores cientificos del ensayo, en la realizacibn o gestion del ensayo o en la calidad o
seguridad del medicamento en la investigacion. También los cambios en la definicion de fin
del ensayo, se consideran modificaciones relevantes.

Toda modificacion relevante requiere la evaluacion previa por el CEIC y/o la AEMPS. Las
modificaciones relevantes que se refieran a documentos especificos de la AEMPS o el CEIC
solo se evaluaran por quien hizo la evaluaciéon inicial (AEMPS o CEIC). En este caso, se
enviara solo el formulario de solicitud a titulo informativo a la otra parte no involucrada en
la evaluaciéon. Por ejemplo, la incorporacién de nuevos centros o investigadores esparioles a
un ensayo clinico es una madificacion relevante que solo requiere la evaluacion del CEIC. La
notificacion con caracter informativo a la AEMPS se realizara con caracter previo al inicio del
ensayo en el nuevo centro, una vez que se disponga del dictamen del CEIC y conformidad
de la direccion del centro.

No debe solicitarse ninguna modificacion relevante durante el proceso de evaluacién del
ensayo por el CEIC o la AEMPS salvo que exista un acuerdo previo. Cuando la AEMPS o el
CEIC soliciten hacer modificaciones durante la tramitacion de la solicitud, el promotor al
responder debe identificar los cambios realizados con un numero de modificacion. De esta
manera, la modificacion podra constar en el dictamen del CEIC y en la autorizacion de la
AEMPS correspondientes. Cuando la modificacion se realice a instancias de la AEMPS, el
promotor informara al CEIC de los cambios requeridos por la AEMPS. La reevaluacion de la
modificacion por el CEIC se requerird solo si lo indica la AEMPS.

Si se dieran circunstancias que pudieran poner en peligro la seguridad de los sujetos, el
promotor y el investigador adoptaran las medidas urgentes oportunas para proteger a los
sujetos de cualquier riesgo inmediato. El promotor notificard dichas circunstancias y las
medidas adoptadas tan pronto como sea posible, y en un plazo no superior a 15 dias a la
AEMPS y al CEIC. El reinicio de un ensayo clinico previamente interrumpido o suspendido se
considera una modificacion relevante.



Seguimiento de la seguridad por el Promotor

La vigilancia de la seguridad de los medicamentos en investigacion esta regulada en el
Capitulo XI del Real Decreto 223/2004 (2), debiendo tenerse en cuenta, ademas, la Guia
Europea al respecto (20).

El promotor debe velar por la seguridad de los sujetos del ensayo. A estos efectos, debe
tener un registro de los acontecimientos adversos notificados, establecer estructuras y
procedimientos normalizados de trabajo que garanticen los estandares de calidad en la
documentacién, recogida de datos, validacion, evaluacién, archivo y notificacion de los
acontecimientos adversos.

Es importante que la informaciéon relevante sobre los aspectos de seguridad relacionados
con el ensayo se distribuya por el promotor de forma agil a los implicados en el ensayo.
Esto conlleva la notificacion expeditiva de las reacciones adversas graves e inesperadas
(SUSAR) y de los hallazgos que pudieran tener un impacto negativo en la salud de los
sujetos o en la realizacion del ensayo o alterar la autorizacion del ensayo a investigadores,
CEICs, AEMPS y autoridades sanitarias en las Comunidades Auténomas. Ademas, al menos
de forma anual, y cuando sea necesario, deben prepararse informes de seguridad sobre los
medicamentos que se investigan.

El procedimiento de notificacion expeditiva de SUSARs en nuestro Pais se describe en el
documento "“Aclaraciones sobre la aplicacion de la normativa de ensayos clinicos desde el 1
de mayo de 2004” (15).

Normativa especifica sobre medicamentos de Terapia Génica

Los medicamentos de Terapia Génica forman parte, junto con los medicamentos de Terapia
Celular, de lo que se denominan “Terapias avanzadas”, cuya definicién consta en el Articulo
47 de la Ley 29/2006 (1).

Actualmente, existe una propuesta de nueva normativa comunitaria de terapias avanzadas
que incluye tanto a los medicamentos de Terapia Génica como a los de Terapia Celular y los
de Ingenieria Tisular (23).

Respecto a las células modificadas genéticamente, conviene saber que los requisitos
referentes a la calidad y seguridad de las células y tejidos se ha regulado a nivel
comunitario mediante la Directiva 2004/23/CE (24) del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 31 de marzo de 2004, relativa al establecimiento de normas de calidad y de seguridad
para la donaciéon, la obtencién, la evaluacién, el procesamiento, la conservacion, el
almacenamiento y la distribucion de células y tejidos humanos, que ha sido desarrollada por
la Directiva 2006/17/CE (25) de la Comision, de 8 de febrero de 2006 por la que se aplica la
Directiva 2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo en lo relativo a determinados
requisitos técnicos para la donacién, la obtencion y la evaluacion de células y tejidos
humanos. Esta normativa estd en tramite de transposicion al ordenamiento juridico
nacional.

Del Comité de Medicamentos de Uso Humano (CHMP) de la Agencia Europea de
Medicamentos depende el grupo de trabajo sobre Terapia Génica (GTWG) constituido por
expertos en la materia de diferentes Estados Miembros y que ha elaborado guias de interés
(29). Existe la posibilidad de asistir en la EMEA a lo que se denominan “briefing meetings”
cuyo objetivo es proporcionar un foro de discusion informal entre solicitantes y reguladores
(GTWP) previo a cualquier procedimiento como puede ser la designacion de un
medicamento huérfano, el asesoramiento cientifico o la solicitud de un registro para los
medicamentos de Terapia Génica. El objetivo de estas reuniones puede ser multiple, por
ejemplo, para tratar aspectos de regulacién o cientificos o para el desarrollo de nuevos



tratamientos y tecnologias. Las reuniones tienen caracter confidencial y de las mismas se
realiza un resumen —pero no un informe— y se requiere el pago de tasas.

Normativa especifica sobre organismos modificados genéticamente

En el caso de la investigacion con organismos modificados genéticamente es necesario,
ademas, cumplir con la normativa especifica referente a la evaluacién de los riesgos de
efectos adversos para el medio ambiente. Dicha norma se refiere a la Ley 9/2003, de 25 de
abril (3), por la que se establece el régimen juridico de la utilizaciéon confinada, liberacion
voluntaria y comercializacion de organismos modificados genéticamente, y al Real Decreto
178/2004, de 30 de enero (4) que la desarrolla. Igualmente, es de aplicaciéon la normativa
adicional en esta materia de cada Comunidad Auténoma.

En la pagina web del Ministerio de Medio Ambiente (30) enlazando con "Calidad y
Contaminacion” y “Organismos modificados genéticamente (OGM)” se puede encontrar mas
informacién. Las liberaciones voluntarias de organismos modificados genéticamente
autorizadas por los Ministerios de Medio Ambiente Europeos se publican por el "“Joint
Research Centre” de la Comisién Europea (31).
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CAPITULO 16
Terapia Génica y Eugenesia. Una perspectiva ética

José Luis Velazquez

‘-Es posible conciliar la ética con la eugenesia? ¢Existe alguna perspectiva que justifique

moralmente las practicas agrupadas bajo el nombre de eugenesia basadas en la ingenieria
genética (IG)? En este capitulo se exponen diversos argumentos con el propdsito de
justificar las dos variantes méas controvertidas de la eugenesia (la eugenesia basada en la
Terapia Génica sobre la linea germinal y la eugenesia orientada a mejorar o reforzar la
dotaciéon genética) lo que llevara a revisar algunas posiciones partidarias de la prohibicién y
de la restriccibn més estricta.

La palabra “eugenesia”

La palabra “eugenesia”, como los nombres propios Eugenio y Eugenia, viene del griego
eugenés que significa bien nacido. Hoy dia, por eugenesia entendemos la aplicacién de los
principios de la genética y la herencia con el objetivo de que los nacidos incorporen una
combinacion de caracteristicas deseables o carezcan de una combinacién no deseada de
caracteristicas  fisicas o
mentales. A comienzos del
siglo XX, los partidarios de
,"'1";!!.7}- la eugenesia estaban mas

o preocupados por la salud
colectiva o de la poblaciéon
que por la salud de los
individuos. Los objetivos
que se perseguian eran
tanto negativos (reducir
efectos disgénicos, eliminar
enfermedades y trastornos
y controlar la reproduccion
de ciudadanos menos sanos
y capaces) como positivos
(mejorar la salud de la
poblacién incentivando la
reproduccion de aquellos
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moral relevante y se consideraban dos aspectos de un mismo objetivo. Aunque la
orientacion inicial de este movimiento no cabe asociarla a posiciones reaccionarias o
conservadoras, pronto adquiri6 un sesgo racista y elitista como se comprobé en las
practicas promovidas por el gobierno americano en los afios 20 y en Alemania durante los
afios 30 del siglo pasado. Estos y otros lamentables acontecimientos contribuyeron a asociar
a la eugenesia con una concepcion errénea de la genética, la promocion de la idea del
superhombre o una raza superior y la ideologia de gobiernos autoritarios (1). El horror y los
abusos permitieron articular un consenso amplio y generalizado en contra de la eugenesia
basado en la defensa de los derechos humanos promulgados en 1948 (2). En esencia, se
asumié que si la eugenesia representaba una violacion de las libertades y derechos
individuales y una amenaza para la consolidacion de la igualdad, debia ser prohibida.

¢Significa esto que cualquier forma de eugenesia es moralmente inaceptable? En primer
lugar, hay que decir que hay distintas formas de alterar la dotacion genética de las



generaciones futuras, a parte de las modificaciones génicas selectivas y con fines
terapéuticos que estan ampliamente aceptadas. La extension de la sanidad, la erradicaciéon
de la pobreza, las politicas orientadas a cambiar las pautas de procreacion, el aborto o los
diagndsticos genéticos preimplantatorios constituyen medios que, si bien alteran el aspecto
genético, no van acompanados de resquemor o excesivos temores. Quiere esto decir, que
en materia de eugenesia lo que esta expuesto a objeciones morales no son tanto estos
sofisticados recursos como el hecho de que se impongan de manera coercitiva y violando la
libertad individual. Por ejemplo, a nadie se le puede impedir si asi lo desea emparejarse
sexualmente con una persona que pueda transmitir alguna enfermedad hereditaria. Del
mismo modo, que una persona deseosa de tener un hijo que padecera el sindrome de Down
esta en su derecho de continuar el embarazo y negarse a recurrir al aborto. ¢Por qué suscita
entonces tanto rechazo la utilizacion de estrategias relacionadas con la ingenieria genética
para eliminar enfermedades genéticas de las generaciones futuras o para mejorar la dote
genética?

Implicaciones morales de las intervenciones genéticas

A la hora de examinar las implicaciones morales de las intervenciones genéticas se suele
hacer una doble diferenciacion. En funcion del ambito de aplicacion, se distingue entre TGLS
(Terapia Génica sobre la linea somatica) y TGLG (Terapia Génica sobre la linea germinal) y
en funcién del objetivo perseguido, se habla de fines terapéuticos y fines perfectivos (3).
Muchos mantienen que estas distinciones coinciden con barreras morales. Asi, mientras la
TGLS es éticamente aceptable y la TGLG no lo es, los fines terapéuticos son admisibles y los
fines perfectivos no. La TGLS consiste en actuar sobre el DNA de las células somaticas de un
individuo, lo cual
significa que
cualquier cambio
que tenga lugar
sOlo afectarad al
individuo en
cuestion y no se
transmitird a sus
descendientes. El
parecido con otro

tipo de
intervenciones
médicas, la

posibilidad de
contar con el
consentimiento :
del paciente y la finalidad terapéutica, convierten inicialmente a la TGLS en una practica
moralmente aceptable. En cambio, la TGLG al realizarse sobre las células germinales que
daran lugar al embrion, afectara no s6lo al genoma del individuo que va a nacer sino
también a toda su prole. Esta técnica es objeto de una fuerte controversia no soélo por
razones técnicas (poco desarrolladas y arriesgadas) sino por razones morales ya que no es
posible contar con el consentimiento informado ni del embrién, ni del feto, ni de las
generaciones futuras. Debido a ello carece de la aprobacion moral y social. Y en lo que se
refiere a la valoracion de la Terapia Génica en base a sus objetivos se considera moralmente
aceptable cuando se trata de atender una enfermedad y recobrar la salud e inmoral cuando
se persigue mejorar la salud.

Esta clasificacién puede desafiarse de varios modos. Respecto a la primera parte de la
clasificacion cabe hacer las siguientes consideraciones. En primer lugar, algunas terapias
sobre la linea somatica pueden derivar en una expresion genética defectuosa y dar lugar a
la proliferacion de un cancer obligando a una intervencidén quirdrgica o quimioterapica. En
segundo lugar, seria a todas luces una imprudencia llevar a cabo tratamientos basados en la



TGLG sin haber realizado previamente ensayos y experimentos sobre modelos animales con
el fin de aumentar la eficacia y la seguridad. Sin embargo, habria que recordar que existen
tratamientos contra el cancer, como la radiacién y la quimioterapia, que afectan a la linea
germinal de pacientes masculinos y que pueden producir esterilidad, malformaciones en los
descendientes o leucemia. En tercer lugar, no se puede olvidar que puede haber parejas
que prefieran optar antes por la TGLG in Utero que por la selecciéon preimplantatoria o
someterse a reiterados tratamientos de FIV (fecundacidn in vitro). Y por ultimo, cuando se
esgrime el grave riesgo que corren las generaciones futuras en el caso de aceptarse la
TGLG, habria que preguntar a la sociedad si estd dispuesta a asumir las consecuencias
derivadas de nacimientos con anormalidades hereditarias o si, por el contrario, entiende que
la decisién debe tomarse basandose en una combinacion de criterios tales como el fomento
de la investigacion, la libre decisién de los padres, el consejo y asesoramiento genético, la
disponibilidad de recursos, etc.

Tratamiento terapéutico y eugenesia perfectiva

La polémica distincion entre tratamiento terapéutico y eugenesia perfectiva incluye tanto el
objetivo de mejorar como de enriquecer el acervo genético de los seres humanos. Con
independencia de la estrategia empleada (TGLS o TGLG), cientificos y expertos en bioética
vienen discutiendo desde hace afios si la legitimidad de estas estrategias radica en el
objetivo perseguido o en otros factores. La opinién generalizada es que mientras que la
Terapia Génica es moralmente aceptable porque sirve a nobles fines médicos como la
erradicacion y prevencion de enfermedades, no es asi para el enriquecimiento genético o la
eugenesia perfectiva que no es aceptable. Se considera moralmente bueno evitar un mal,
pero moralmente inadmisible mejorar la situacion de alguien que no padece enfermedad o
trastorno genético causante de sufrimiento. Hay diferencia entre ingerir esteroides para
recuperar la fuerza muscular después de una operacion y tomar esteroides para aumentar
la capacidad de competicién deportiva, la misma —se nos dice— que hay entre emplear la
Terapia Génica para aumentar la altura de un nifio con deficiencia en la hormona del
crecimiento o emplearla para aumentar la altura de un nifio con estatura media que quiere
dedicarse al baloncesto. Ahora bien, si hacemos depender la distincién moral de la distincién
semantica que hay entre salud y enfermedad, entonces sera dificil salir de la arbitrariedad.
El hecho de que exista una frontera entre Francia y Espafia no es incompatible con que a
veces dudemos si estamos en un pais o en el otro, lo cual no quiere decir que nunca
sepamos si pisamos suelo francés o espafiol. La enfermedad ya se defina en términos
estadisticos, funcionales o sociales o en términos de limitacion para llevar a cabo planes de
importancia vital para el individuo, no puede ser el Unico criterio para dictaminar la
moralidad de emplear recursos genéticos (4). Como ha escrito J. Harris, el motivo moral
para emplear tecnologias genéticas para interceder en la loteria de la vida debe ser
perseguir el bien y esto incluye tanto la erradicacion de enfermedades como la mejora de
las capacidades de los seres humanos. Lo que quedaria por decidir seria la forma de acceder
a estos bienes ya sea en su versidon terapéutica o en su versidn eugenésica perfectiva sin
vulnerar los derechos humanos y los valores morales implicados en ellos.

Sin entrar, por el momento, en otras consideraciones que se trataran mas adelante, el
argumento que han defendido Glover, Harris y Silver (5,6,7) a favor de la mejora genética
merece una atencién. Para estos autores, encuadrados en el ambiguo bando de la
“eugenesia liberal”, la clave reside en el derecho o la libertad de autonomia para
reproducirse y en el bienestar de las generaciones futuras o lo que es lo mismo, la libertad
para reproducirse 0 no y el derecho a elegir el tipo de descendencia. Si los padres tienen
libertad para influir y determinar los factores externos relacionados con el bienestar de los
hijos, entonces la decisiéon de mejorar la dotacion genética tiene que ser evaluada con el
mismo criterio. O dicho de otro modo, si los padres pueden mejorar las condiciones de vida
de su descendencia mediante una alimentacidon adecuada, asistencia sanitaria y una buena
educacion, entonces los padres deberian ser libres para proporcionar el componente
genético de los rasgos deseados. A muchos esta analogia puede parecerles parcial toda vez



que la evaluacion moral del enriquecimiento o mejoramiento genético no se puede resolver
simplemente apelando, por un lado, a la equiparacién de los bienes genéticos con otro tipo
de bienes socialmente reconocidos —salud, alimentacién, asistencia sanitaria, educacion—
y, por otro lado, justificando la modificaciéon del genoma humano mediante la IG sobre la
base de la libertad o el derecho reproductivo de los padres para mejorar las condiciones de
vida de sus descendientes. Se objeta, por ejemplo, que este tipo de decisiones no pueden
considerarse aisladamente pues tienen lugar en un marco de relaciones sociales donde,
ademas, de la libertad individual, otros valores como la igualdad y la justicia tienen que ser
preservados. Con este propdsito la Declaracion Universal de la UNESCO sobre el Genoma
Humano y los Derechos Humanos (1997) en su Articulo 24 invita al Comité Internacional de
Bioética de la UNESCO a la identificacion de préacticas que pueden ir en contra de la dignidad
humana, como es el caso de las intervenciones en la linea germinal, en clara alusién, sin
duda, a la Terapia Génica germinal. Por su parte, el Convenio relativo a los Derechos
Humanos y la Biomedicina (Convenio Europeo de Bioética) de 1997 establece en su Articulo
13 que "Unicamente podra efectuarse una intervencion que tenga por objeto modificar el
genoma humano cuando existan razones preventivas, diagnoésticas o terapéuticas y solo
cuando no tenga por finalidad la introduccion de una modificaciobn en el genoma de la
descendencia". Por tanto, queda prohibida la Terapia Génica germinal.

A la Declaracién no le faltan méritos, entre los cuales no estd ni mucho menos la claridad
conceptual. De hecho, muchos han extraido la conclusion apresurada de que es imposible
conciliar el respeto a los Derechos Humanos y el enriquecimiento genético. Un ejemplo lo
encontramos en las palabras del premio Nébel Peter Medawar quien sostiene que “no se
puede practicar un régimen de mejoramiento genético en el marco de una sociedad que
respete los derechos individuales”.

La igualdad y la justicia en el mejoramiento genético

Como resulta imposible entrar a analizar todos los conflictos supuestos o reales entre el
mejoramiento o enriquecimiento genético y cada uno de los derechos o valores morales
amparados en ellos, s6lo se pasara revista a dos de ellos: la igualdad y la justicia. Lo
primero que hay que preguntarse es en qué
medida el mejoramiento genético viola el
principio de que todos los hombres estan
sujetos a iguales derechos. Para abordar esta
cuestion se pueden utilizar algunos ejemplos
procedentes de Harris y Silver. Supongamos
que gracias a la IG se lograra crear una
variante de la especie humana dotada de un
genoma nuevo con 54 pares de cromosomas y
completamente diferente a la del resto de los
seres humanos. Esta casta, los “Génricos”, se
distinguiria de los seres humanos naturales por
poseer un sistema inmunitario reforzado de
probada eficacia contra el riesgo de contraer el
SIDA, la hepatitis o la malaria. Imaginemos,
ademas, que  carecieran de cualquier
predisposicion para enfermedades del corazén y
adun mas, pensemos que han sido modificados
para retrasar el envejecimiento y disfrutar de
una sensibilidad para la musica fuera de lo
comun. Nos encontrariamos, por tanto, en una
situacion en la que unos individuos decidiendo, libre y voluntariamente, invertir sus recursos
en modificar genéticamente a sus hijos, para que éstos se beneficiaran de unas ventajas y
cualidades de las que otros carecerian




Esta situacion hipotética seria en principio admisible en el supuesto de que se hubiera
alcanzado sin la imposicién por la fuerza de una politica reproductiva hacia un grupo de la
poblacién y sin conculcar el derecho a la reproduccién. Tampoco el Estado habria
seleccionado previamente determinados rasgos ni habria tratado de imponerlos a
determinados sectores de la poblacién bajo criterios de perfeccién. Dicho esto, llega el
momento de poner a prueba al mejoramiento genético a la luz de la igualdad. Y es que la
sombra que ronda no es otra que la de la discriminacién entendida como un tratamiento
desigual e injustificado contra determinadas personas (8). Son, al menos, dos tipos de
discriminacion los que pueden producirse y que confrontarian con nuestro compromiso con
la igualdad moral. El primer tipo de discriminacion se produciria cuando se admitiera una
diferencia previa de valoracién de los seres humanos. En nuestro caso queda ejemplificado
si se superpone algun aspecto especifico de la condicién genética humana frente al nucleo
de la condicién moral. Con el objetivo de evitar esta consecuencia, la Declaracién del
Genoma Humano ha propuesto que los Estados se comprometan con el Articulo 1 que dice:
“Todo individuo tiene derecho al respeto de su dignidad cualesquiera que sean sus
caracteristicas genéticas. Esta dignidad es la que impone que no se reduzca a los individuos
a sus caracteristicas genéticas”.

No menos complicado parece el problema de superar el otro tipo de discriminaciéon
resultante de la situacion ventajosa en la que se sitlan los “Génricos” frente al resto de la
poblacién en términos de capacidad, oportunidad y libertad para adquirir mas bienes. Si el
acceso a los bienes eugenésicos —terapéuticos o no— solo queda restringido a los mas
ricos, entonces la sociedad quedaria dividida entre los “Génricos” y unos nuevos parias
identificados con una dotacién genética y unos caracteres o rasgos de orden inferior. ;Como
se puede entonces conciliar el mejoramiento o enriquecimiento genético con las exigencias
de la justicia?

La intervencion estatal en la distribucion de recursos puede garantizar la oportunidad de
acceder a una serie de bienes que por su elevado precio solo estaria en manos de los mas
ricos. Como sabemos un estado democratico tiene que estar comprometido con una
distribucion justa de los bienes, los recursos y las oportunidades pues solo asi se puede
llegar a garantizar y concretar los ideales de libertad y de justicia. Si consideramos que los
bienes genéticos pueden contribuir a mejorar la calidad de vida de los ciudadanos y hacer
realidad las expectativas sobre determinados planes de vida, es precisa la intervencion del
Estado. Y aqui los interrogantes caen por su propio peso: ¢(Coémo se tienen que distribuir
€S0S recursos eugeneésicos? ¢Pueden permitirse los estados unas inversiones tan grandes en
mejorar la dotacién genética de aquellos que disfrutan de una salud normal cuando todavia
no se han erradicado enfermedades cuyos remedios son conocidos?

Frente a las propuestas de corte ultraliberal que privilegian las normas del mercado, exaltan
la libertad individual y privilegian el pleno derecho a la autonomia reproductiva, existe otra
perspectiva partidaria de la conciliacion de la libertad individual y la justicia econémica y
social. Esta perspectiva examina la forma de atender dos objetivos sociales
complementarios, uno garantizar las oportunidades de todos los ciudadanos para acceder a
bienes basicos (alimentacion, asistencia sanitaria y educacion) y otro favorecer a aquellos
que sufren algun tipo de dafio ocasionado por una dotacién genética defectuosa mediante
programas de atencion sanitaria. Si todavia no se ha podido encontrar un modelo ideal para
la distribucién de bienes tradicionales, dificilmente se puede esperar una sencilla solucién
para atender a este nuevo tipo de demandas relacionadas con el enriquecimiento genético
(9). Esta y muchas otras dificultades afines no deberian, a pesar de todo, empujarnos a
pensar que el Unico principio guia para distribuir recursos escasos, como son las peculiares
caracteristicas de los bienes eugenésicos, sea la ley del “todo o el nada”. Seria tanto como
afirmar que si muchos estudiantes no pueden acceder a estudios superiores en la
Universidad de Harvard, hay que impedir la entrada a todos los estudiantes que deseen
estudiar alli.



éSe precisa una nueva bioética?

¢Necesitamos una nueva bioética para abordar los problemas y los desafios de la eugenesia
basada en la Ingenieria Genética? La perspectiva de los derechos humanos es conciliable
con los nuevos recursos y tecnologias genéticas a pesar de existir mucha incertidumbre
sobre sus posibilidades y usos futuros. Sin embargo, seria inatil buscar en ese catalogo una
respuesta exacta y convincente a todos los problemas; mas bien lo que precisamos son
interpretaciones y ajustes para no perder de vista la libertad ni tampoco renunciar a los
muchos beneficios que pueden reportar las biotecnologias. De ahi, la necesidad de volver a
revisar una cuestion muy antigua pero que cobra de nuevo actualidad a la luz de las
aportaciones de las ciencias biomédicas. ¢Cabe la posibilidad entonces de hacernos mas
humanos empleando las biotecnologias? Todo dependera de donde apuntalemos la imagen
de la libertad y la imagen del ser humano. Fukuyama (10), por ejemplo, considera que
libertad de investigacion ilimitada y derechos reproductivos ilimitados representan libertades
falsas frente a la libertad de las comunidades politicas para proteger los valores predilectos
como puede ser “la existencia de una esencia human estable de la que estamos provistos
por naturaleza”. En un tono parecido se pronuncia Habermas (11) cuando sostiene que si
bien algunas formas de modificaciéon genética y diagndstico genético preimplantatorio son
moralmente aceptables, permitir objetivos mas alla de la eugenesia negativa supone una
amenaza para las generaciones futuras y para su estatuto moral de libertad e igualdad
porque da lugar a una relacion asimétrica entre los progenitores y los hijos. ;Qué se puede
replicar? Fukuyama dice que resulta absurdo restringir la libertad individual en aras de la
libertad “de la comunidad politica”. El hecho de permitir a los individuos tomar sus propias
decisiones sobre la dotacion genética de los hijos no obliga a que todos sigan el mismo
camino o elijan las mismas caracteristicas. Y habria que recordar a Habermas que incurre
en el error de pensar que mientras el azar garantiza la libertad para elegir el destino, la
modificacion genética la coarta. Por el contrario, son precisamente algunas modificaciones
las que pueden potenciar la libertad de eleccion y la autonomia. Ampliar los limites de la
libertad y del conocimiento nunca serd un obstaculo para el desarrollo del individuo. Al
contrario, los peligros que acosan a los seres humanos son la falta de libertad y la
ignorancia. Quien se niega a ser libre, quien se niega a saber mas sobre si mismo, queda
condenado a ser menos humano.
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Epilogo
¢Memoria o Esperanza?

Antonio Liras

Después de leer detenidamente y con entusiasmo este libro, como asi se espera que haya

sido, y en un acto de autoevaluacion del mismo, debemos volver al principio: Terapia
Génica, ¢(Memoria o Esperanza?, e intentar responder a esta pregunta que formulaba el
propio titulo del libro. Si tenemos respuesta se habra conseguido el objetivo académico e
instructor que se pretendia.

En cualquier caso, lo que esta claro es que la Terapia Génica forma parte de la nueva
Medicina Gendémica que impondra, ya a corto plazo, no solo la aplicacién de nuevas
estrategias metodoldgicas, sino también un cambio de mentalidad que deberd pasar,
ineludiblemente, por la prevencion como un primer objetivo. Esta nueva estrategia
terapéutica responde a una demanda académica, cientifica y social pero, ademas, ahora
estamos en disposicién de resolver la incertidumbre sobre su futuro, es decir, si formara
parte de la memoria histérica de la ciencia o si, por el contrario, representa una posibilidad
terapéutica para algunas de las enfermedades del hombre, ya sean hereditarias, infecciosas,
cardiovasculares, hepaticas, cancerigenas o de cualquier otra indole.

La Terapia Génica y la Terapia Celular podran contribuir, de forma conjunta, a esta
alternativa terapéutica del futuro, lo que llevara a establecer nuevas legislaciones adaptadas
a un nuevo concepto de medicamento biotecnolégico.

En el momento actual, los procedimientos de Terapia Génica pretenden, en principio, sin
llegar a ser ambiciosos, ser paliativos o0 mejorar los tratamientos convencionales ya
existentes. La prudencia debe dirigir las investigaciones en este campo con un objetivo a
muy largo plazo basado en el logro de la curaciéon. Pero, ademas, no se puede olvidar que la
eficacia de los protocolos de Terapia Génica y su aplicacion clinica dependeran de la propia
patologia a tratar, del estado y caracteristicas clinicas del paciente y, sobre todo, de la
relacion entre riesgos y beneficios.

En este sentido y con el fin de no caer en falsos entusiasmos y deletéreas esperanzas para
los pacientes, se debe reafirmar, por activa y por pasiva, que la Terapia Génica se trata
todavia de una tecnologia, fundamentalmente, experimental. Porque la realidad es que hay
que solventar innumerables dificultades, especialmente en lo que respecta al vector de
transduccién génica. No existe un vector universal, ya que el vector ideal serd aquel que
mejor convenga para una enfermedad en concreto, y no otro, en funcién de los
requerimientos de esa patologia y no de otra. Ademas, se debera encontrar aquel vector en
que la relacién entre seguridad, eficacia de transduccion y tiempo de expresion respecto a
los riesgos, sea la maxima posible.

Cabe esperar, en base a los conceptos tedricos de esta metodologia, que seran las
enfermedades monogénicas las que se veran primeramente beneficiadas por la Terapia
Génica. Los resultados obtenidos hasta el momento permiten afrontar con optimismo
justificado los requerimientos para una aplicacion clinica de una Terapia Génica en
humanos.

Sera preciso que se aclaren y definan bien los conceptos éticos para la investigacion en
Terapia Génica y que se establezca una normativa bioética que garantice un compromiso de
inversion econdmica en terapias génicas eficaces y seguras en beneficio de los pacientes.

Los resultados en Terapia Génica que se pueden prever mas a corto plazo podran estar
relacionados con el céncer porque las terapias actuales para esta enfermedad son
insuficientes. Este hecho favorece la inversion dirigida a establecer nuevas estrategias mas



novedosas y en que la Terapia Celular y la Terapia Génica tienen mucho que aportar, alun a
pesar de que los abordajes en este sentido sean mas complejos que, por ejemplo, para las
enfermedades monogénicas.

La investigacion basica mundial en Terapia Génica es muy intensa y los resultados muy
esperanzadores, pero la aplicaciéon clinica no es tan ilusionante como cabria esperar, aunque
ya hay muchos ensayos clinicos en Fases | y Il. Se produce la paradoja de que a pesar de
que se dispone de una gran cantidad de conocimientos sobre los mecanismos moleculares
fisiologicos y sobre el genoma humano, sin embargo, sigue resultando sumamente dificil
interferir los mecanismos fisioldgicos y, en general, aplicar todos esos conocimientos para
hacer realidad eso que parece tan sencillo como es introducir un gen en un organismo y que
no se produzcan efectos adversos.

El “caballo de batalla”, la “piedra filosofal”, el “objeto del deseo” sera vencer la
inmunogenicidad de los vectores, especialmente de los adenoasociados que, hoy por hoy, se
consideran los mas seguros y mas eficaces. El “San Benito” de la Terapia Génica:
considerarla una terapia alternativa o de ultimo recurso.

Pero la realidad es que la cirugia, la quimioterapia, la radioterapia, la Medicina Gendmica, la
proteémica, la Terapia Génica, la Terapia Celular..., en conjunto como alternativa de “pluri-
inter-disciplinaridad”, seran la solucién ideal para el futuro.

La Terapia Génica, aun con grandes posibilidades tedricas, se presenta de manera reticente
en la cruda realidad terapéutica de las patologias humanas. Se debe informar a la sociedad
y a los facultativos de forma realista y sin falsas expectativas sobre las posibilidades reales
de esta metodologia.

En resumen, podemos afirmar que la Terapia Génica es una “realidad” esperanzadora que
avanza con cautela. Su historia pasada no le ha beneficiado en nada y ha ralentizado su
desarrollo, ese desarrollo, general y esperado, en el camino entre Mendel y la nueva
Medicina Gendémica, pero también nos ha ensefiado a ser mas cautos, a regular mas la
experimentacion y, sobre todo, a ser mas realistas en las expectativas de éxito. Todo esto
forma parte de la memoria histdrica y para eso sirvid; el resto es todo esperanza.
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Aspectos generales sobre
Terapia Genica

http://www.ornl.qgov/sci/techresources/Human Genome/
medicine/genetherapy.shtml

Sitio elaborado por el Departamento de la Ciencia y la

Energia de la Oficina de Biologia y del Desarrollo dentro del
Programa del Genoma Humano.
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Genes y Terapia Génica

http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/genesandgenetherapy.
html

Sitio de informacion sobre diversos aspectos de la Terapia
Geénica, ensayos clinicos, investigacion basica, etc, elaborado
por el Instituto Nacional de la Salud de EEUU en colaboracion
con la Biblioteca Nacional de Medicina.
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Metodologia del DNA
recombinante y
transferencia de genes

http.://www4.od.nih.gov/oba/Rdna. htm

Recomendaciones (“guidelines”) sobre buenas
practicas de laboratorio en técnicas de DNA
recombinantes y transferencia de genes,
elaboradas por el Instituto Nacional de la Salud
de EEUU.
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La Terapia Génica del
cancer a traves de

cuestiones y respuestas

http://www.cancer.gov/cancertopics/factsheet/Therapy/gene

Sitio muy practico para aprender sobre Terapia Génica con la

practica, elaborado por el Instituto Nacional del Cancer de
EEUU.
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Una vision “general y
particular” de la Terapia
Genica

http://www.accessexcellence.org/RC/AB/BA/Gene _Therapy
Overview.htm/
Sitio de informacion sobre Terapia Génica desde una

perspectiva actual y desde la evolucion molecular, elaborado
por el Museo Nacional de la Salud de EEUU.
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Terapia Génica en ninos.
Aspectos eticos

http://kidshealth.org/parent/system/medical/gene therapy.
html

Sitio de KidsHealth que trata la salud infantil y de

adolescentes, patrocinado por la Fundacion Nemours para la
salud infantil.
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Aspectos generales de
Terapia Genica, bioetica y
regulacion

http://www.dnapolicy.org/

Vision general de la Terapia Génica desde el punto de vista
bioético y de su regulacion, elaborado por Centro de
Geneética y de Politica Sanitaria de EEUU.

29/02/2008




Estrategias de Terapia
Genica

http://www.the-scientist.com/article/display/15447/

Articulo publicado en la revista The Scientist sobre Terapia
Génica y sus distintas modalidades.
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Como usar los virus en
Terapia Genica

http://www.dnafiles.org/home.html

Serie dentro de los programas radiofénicos de SoundVision
Productions.
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Terapia Génica en
humanos: Presente y
futuro

http://www.ornl.qgov/sci/techresources/Human Genome/
publicat/hgn/v10n1/15wilson.shtml

Sitio en que se analiza el futuro de la Terapia Génica en la
Medicina, elaborado por el Departamento de la Ciencia y la

Energia de la Oficina de Biologia y del Desarrollo dentro del
Programa del Genoma Humano.
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Muerte de Jesse Gelsinger,
en 1999, después de
recibir un tratamiento de
Terapia Génica

http://www.pbs.org/newshour/bb/health/ian-
june00/gene therapy 2-2.html

Sitio NewsHour de la Salud financiado por la Fundacion
Robert Wood Johnson en que se describe el caso de Jesse
Gelsinger y el proceso seguido para esclarecer los

acontecimientos.
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Animacion de la induccion
de genes en Terapia
Genica

http://www.tokyo-med.ac.jp/genet/gin-e.htm

Sitio creado por el Departamento de Pediatria Genética
de la Universidad Médica de Tokio, que muestra
animaciones sobre Terapia Génica.

29/02/2008




Animacion de mutagéenesis
Insercional como problema
de la Terapia Genica

http://www.tokyo-med.ac.jp/genet/qgpr-e.htm

Sitio creado por el Departamento de Pediatria Genética de la
Universidad Méedica de Tokio, gue muestra animaciones
sobre Terapia Génica.

29/02/2008




Todos los enlaces sobre
Terapia Génica y Celular
de la FDA

http://www.fda.qgov/cber/gene.htm

Sitio especifico de la FDA sobre Terapia Génica y Celular en
el que estan disponibles innumerables enlaces directos
relacionados con articulos y publicaciones, técnicas de

“clonaje”, Terapia Génica en humanos, congresos y
presentaciones, aprobaciones de protocolos de Terapia
Geénica y Celular, usos potenciales, etc.
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Comision de la FDA para la
regulacion de ensayos
clinicos de Terapia Genica
puestos en cuarentena

http://www.fda.gov/bbs/topics/ANSWERS/2003/ANSO
1202.html
Discusion de la Comision de Regulacion de ensayos clinicos

de Terapia Génica sobre los pasos a seguir en los casos de
paralizacion de ensayos clinicos puestos en cuarentena.
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Puesta en cuarentena de
algunos ensayos con
vectores retrovirales

http://www.fda.gov/bbs/topics/ANSWERS/2003/ANS
01190.html

Puesta en cuarentena de algunos ensayos clinicos de Terapia
Geénica en los que se utilizan vectores retrovirales en céelulas
madre hematopoyeticas.
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Nuevas iniciativas para
proteger a los

participantes en ensayos
clinicos

http://www.fda.gov/bbs/topics/NEWS/NEWO00717.html

Discusion de nuevas medidas para asegurar la salud de
aquellas personas, pacientes o voluntarios sanos, que
participen en ensayos clinicos de Terapia Génica.
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El papel de la FDA en los
ensayos clinicos de Terapia
Génica en humanos

http://www.fda.gov/cber/infosheets/genezn.htm

Se describen las recomendaciones generales de la FDA en
este sentido respecto a lo que se debe o no hacer, en cuanto
a la seguridad de los participantes y respecto a los planes

para el futuro.
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Centro de Evaluacion
Biologica y de
Investigacion de la FDA

http://www.fda.gov/cber/index.html

Se describe el funcionamiento y cometidos generales y
especificos del Centro de Evaluacion Bioldgica y de
Investigacion de la FDA, sobre distintos aspectos
relacionados con materiales biologicos y la investigacion

de protocolos de biotecnologia, aplicables a la terapeutica
en humanos.
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Lecciones y esperanzas en
Terapia Geénica

http://www.fda.gov/fdac/features/2000/500 gene.html

Articulo publicado en la revista FDA Consumer Magazine, en
el que se discuten las lecciones que se deben aprender, a

veces crudas, en Terapia Génica y las esperanzas de esta
metodologia.
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Trampas y promesas de la
Terapia Genica

http://www.fda.gov/fdac/departs/2000/500 word.html

Articulo publicado en la revista FDA Consumer Magazine en
que se habla de las falsas promesas de la Terapia Génica y
de los fraudes que, por competencia entre los grupos de
Investigacion en este tema puntero, pueden llevar a la
muerte de un paciente.
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Fundamentos de la Terapia
Génica desde la FDA

http://www.fda.gov/fdac/features/2000/gene.html

Sitio de la FDA en el que se describen de forma muy clara
y general los aspectos generales de la Terapia Génica.
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Aspectos éeticos de la
Terapia Genica en
humanos

http://www.ornl.qov/sci/techresources/Human Genome/
publicat/hgn/v10n1/16walter.shtml

Articulo dentro del sitio elaborado por el Departamento de
la Ciencia y la Energia de la Oficina de Biologia y del
Desarrollo dentro del Programa del Genoma Humano, en el
que se tratan los aspectos bioéticos de la Terapia Génica
cuando se aplica a enfermedades humanas haciendo
mencion a la falta de rigor cientifico de algunos grupos de
Investigacion como ocurrio en el caso del fallecimiento de

Jesse Gelsinger.
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Etica y Genética

http://www.qguardian.co.uk/genes/0,2759,395698,00.html|

Sitio del Guardian Unlimited en el que se trata de forma
clara y especifica el tema de la Bioética y la Genética, en
general, y de la Terapia Génica en particular.
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Riesgos y Etica en Terapia
Genica

http://www.bmiji.com/cqgi/content/full/330/7482/79

Articulo publicado en el BMJ en el que se tratan aspectos
relativos a los recientes avances en Terapia Génica y a los
riesgos y etica de esta estrategia terapéutica.
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Aspectos éeticos de la
Medicina Molecular

http://www.cma.ca/multimedia/staticContent/HTML/NO/
12/cjs/vol-47/issue-6/pdf/pg414.pdf
Articulo publicado en la revista Canadian Journal of

Surgery en que se analizan distintos aspectos éticos de la
Medicina Molecular en sus diversas aplicaciones.
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Base de datos publica
sobre ensayos clinicos del
Instituto Nacional de la
Salud de EEUU

http://clinicaltrials.gov/search/term=gene%2Btherapy
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Base de datos de ensayos
clinicos de la revista The
Journal of Gene Medicine

http://www. wiley.co.uk/genetherapy/clinical/

Base de datos mundial sobre ensayos clinicos de Terapia
Génica que se publica en la revista The Journal of Gene
Medicine, que a través de una busqueda interactiva

(“Interactive Database') se accede de una forma muy
practica a graficos, estadisticas y resumenes de los
distintos ensayos clinicos.
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Asociaciones cientificas
relacionadas con la
Terapia Genica

Sociedad Americana de Terapia Génica
http://www.asgt.org/

Sociedad Australiana de Terapia Génica
http://www.agts.org.au/

Sociedad Europea de Terapia Génica y Celular
http://www.esgt.org/

Sociedad Espanola de Terapia Génica y Celular
http://www.setgyc.es/index.php
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TERAPIA GENICA
. Memoria o Esperanza?
APENDICE Il

“Estado del Arte” de
los Ensayos Clinicos de Terapia Génica
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[ as estadisticas

Distribucion mundial de los
ensayos clinicos de Terapia Génica

http://clinicaltrials.qov/ct2/results/map ?term=qgene+therapy
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Ensayos clinicos por
continentes

http://www.wiley.co.uk/qgenetherapy/clinical/

Geographical Distribution of Gene Therapy Clinical Trials
(by Continent)

America 67.4% (n=882)
Europe 27.3% (n=358)
Asia 2.8% [n=37)
Australasia 1.5% [(n=19)

) Africa 0.1% (n=1)
Multi-country 0.9% (n=12)

The Jovrnal of Gene Medicine, © 2007 lohn Wiley and Sons Lid www.wilay.co.uk/genmed/ clinical
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Ensayos clinicos por paises
http.//www.wiley.co.uk/qgenetherapy/clinical/

Geographical Distribution of Gene Therapy Clinical Trials
(by Country)

USA 66% [(n=864)

UK 11.5% (n=150)
Germany 5.7% (n=74)
Switzerland 3.2% (n=42)
France 1.5% (n=20]
Belgium 1.5% (n=19)
Australia 1.3% (n=17])
Canada 1.3% [(n=17)
Japan 1.2% (n=16)

ltaly 1.1% (n=15)

Other countries 5.7% (n=75)

The Jovrnal of Gene Medicine, © 2007 John Wilsy and Sons Lid wwwwilay.co.uk/genmed/ clinical
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Ensayos clinicos por tipo de
enfermedad

http://www.wiley.co.uk/qgenetherapy/clinical/

Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials

Cancer diseases 66.5% (n=871)
Cardiovascular diseases 9.1% (n=119)
Monogenic diseases 8.3% (n=10%9)
Infectious diseases &.5% (n=85)
Neurological diseases 1.5% (n=20])
Ocular diseases 0.9% (n=12)

Other diseases 1.6% (n=21)

Gene marking 3.8% (n=50])

Healthy volunteers 1.7% (n=22)

29/02/2008
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Ensayos clinicos por la Fase

de estudio
http.//www.wiley.co.uk/qgenetherapy/clinical/

Phases of Gene Therapy Clinical Trials

Phase | 61.2% (n=801)
Phase I/1l 19.7% (n=258)
Phase Il 15.7% (n=205)
@ Phase lI/1Il 1% (n=13)
® Phase lll 2.4% (n=32)

The Journal ot Gene Medicine, & 2007 John Wiley and Sons Lid www wiley.co uk/genmed/ clinical 29/02/2008




Ensayos clinicos por el tipo de
estrategia de Terapia Génica

http.//www.wiley.co.uk/qgenetherapy/clinical/

Gene Types Transferred in Gene Therapy Clinical Trials

Antigen 20.3% (n=2646)
Cytokine 18.9% (n=247)
Tumor supressor 12% (n=157)
Growth factor 8.2% [n=107)
Suicide 8.2% (n=107)
Deficiency 7.9% (n=103)
Receptor 5.1% (n=67)

Marker 4.1% (n=54)
Replication inhibitor 3.7% (n=48)
Other categories 8.6% (n=115)
Unknown 2.9% (n=38)

|

The Journal ot Gene Medicine, & 2007 John Wiley and Sons Lid wiww_wilay.couk/ ganmed/ clinical
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Ensayos clinicos por el tipo de

vector de transferencia
http.//www.wiley.co.uk/qgenetherapy/clinical/

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials

Adenovirus 24.7% (n=331)
Retrovirus 22.8% (n=305)
Maked/Plasmid DNA 18% (n=241)
Lipofection 7.6% (n=102)

Vaccinia virus 6.8% (n=91])
Poxvirus 6.4% [n=86)
Adeno-associated virus 3.5% (n=48)
Herpes simplex virus 3.2% (n=43)
RMNA transter 1.3% (n=17)

Other categories 2.7% [n=36)
Unknown 3% [n=40)
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The Journal of Gene Medicine, © 2007 John Wiley and Sons Lid www wilay.co_uk/genmed/ clinical
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Historia de los ensayos

clinicos registrados
http.//www.wiley.co.uk/qgenetherapy/clinical/

38
ar

Number of Gene Therapy Clinical Trials
Approved Worldwide 1989 - 2007
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Listado y detalle de todos los
ensayos clinicos registrados de
Terapia Génica hasta la fecha
Indicada en esta presentacion

http://clinicaltrials.gov/ct/search?term=gene+therapy&sub
mit=Search
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Buscador
Gene Therapy and ... (Disease)

http://clinicaltrials.gov/ct/screen/SimpleSearch
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Revistas y publicaciones
sobre Terapia Génica

Cancer Gene Therapy, de los editores de Nature
http://www.nature.com/cgt/index.html

Current Gene Therapy, de la Editorial Bentham Science
http://www.bentham.org/cgt/index.htm

Gene Therapy, de los editores de Nature

http://www.nature.com/gt/index.html

Human Gene Therapy, de la Editorial Mary Anne Liebert, Inc
http://www.liebertpub.com/publication.aspx?pub id=19
Molecular Therapy, publicada por la Sociedad Americana de
Terapia Génica

http://www.nature.com/mt/index. htm/

Vector, publicada por el Centro de Terapia Génica de la
Universidad de Alabama

http://www.uab.edu/genetherapy/vector.shtml 29/02/2008
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